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(54) Title: METHOD FOR IDENTIFYING BHS-SPECIFIC PROTEINS AND FRAGMENTS THEREOF 

(54) Bezeldinung: VERFAHREN ZUR IDENTCFIZIERUNG BHS-SPEZIFISCHER PROTEINE UND FRAGMENTE DAVON 



O 



(57) Ahjrf^rac^* Thft invention relates to a method for identifying the presence of a BHS-specific protein/fragment in cerebral capillary 
endothelial cells, characterized in that a) cerebral endothelial cells freshly isolated from the brain are pre-cleaned by enzymatic 
decomp>osition in the usual manner; b) the decomposition obtained in step a) is treated with a lysis bufifer which substantially destroys 
the erythrocytes and apoptic cells and enables at least 70 % of the cerebral capillary endothelial cells to be obtained in a vital form; 
c) optionally, the product obtained in step b) is further cleaned; d) a substiactive cDNA bank is produced from the cerebral capillary 
endothelial cells and a substraction tissue; e) a cDNA substraction is performed by means of differential hybridization(s); f) clones 
from the substractive cDNA bank are verified with regard to the respective expression thereof by differential hybrization; g) a full 
cDNA sequence is established for the BHS-specific clones from the substractive cDNA bank and h) the expression pattern of the 
analysed clone is compared in relation to fi^h and cultivated cerebral capillary endothelial cells, whereupon the presence of BHS- 
specific proteins/fragments are identified in addition to the proteins and fragments thereof identified according to said mediod. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifift ein Verfahren zur Identifizierung der Anwesenheit eines BHS-spezifischen Pro- 
teins/Fragments in Himkapillar-Endothelzellen, dadurch gekennzeichnet, dass man a) frisch aus dem Gehim isolierte Himkapil- 
lar-Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in Ublicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) erhaltenen Au£schluss mit einem 
Lysepuffer behandelt, der vorhandene Eiythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentlichen zerstdit und wenigstens 70 % der 
Himkapillar-Endothelzellen in vitaler Form erliSlt, c) gegebenenfalls das in Stufe b) eiiialtene Produkt weiter aufreinigt, d) eine sub- 
traktive cDNA-Bank aus den Himkapillar-Endothelzellen und einem Subtraktionsgewebe herstellt, e) eine cDNA-Subtraktion mittels 
differentieller Hybridisiemng(en) durchfUhrt, f) Klone aus der subtraktiven cDNA-Bank durch differentielle Hybridisierung hinsicht- 
lich ihrer jeweiligen Expression verifiziert, g) zu den BHS-spezifischen Klonen aus der subtraktiven cDNA-Bank eine vollstandige 
cDNA-Sequenz erstellt und h) das Expressionsmuster der untersuchten Klone zwischen fnschen und kultivierten Himkapillar-En- 
dothelzellen vergleicht und so die Anwesenheit BHS-spezifischer Proteine/Fragmente identifiziert sowie die mit diesem Verfahren 
identifizieiten Proteine und Fragmente davon. 
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Verfahren zur Identif izierung BHS-spezifischer Proteine und 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identif izierung der 
Anwesenheit eines BHS-spezif ischen Proteins oder Fragments 
davon in Hirnkapillar-Endothelzellen sowie die mit diesem 
Verfahren erhaltenen Proteine oder Fragmente davon 
(BHS = Blut-Hirn-Schranke) . Ferner betrifft die Erfindung auch 
die mit diesem Verfahren erhaltenen Gene bzw. Transkripte. 

Die Endorhelzellen von cerebralen Kapillaren bilden eine 
selektive Permeabilitatsbarriere zwischen dem Blut und dem 
Gehirn eines Organismus, die so genannte Blut-Hirn-Schranke 
(BHS) • Innerhalb der Kapillaren sind einzelne Endothelzellen 
urn das Lumen herum angeordnet und bilden einen zylindrischen^ 
r5hrenf5rmigen Hohlraum. Enge Verbindungen zwischen den ein- 
zelnen Endothelzellen und mit den Endothelzellen assoziierten 
anderen Zelltypen verhindern den unkontrollierten passiven 
Durchtritt einer Vielzahl von Substanzen durch diese Zell- 



Zur Auf rechterhailtung seiner Funktion ist das Gehirn in hohem 
Malie auf ein konstantes inneres Milieu angewiesen, das durch 
die Blut-Hirn-Schranke gewShrleistet wird, Diese reguliert 
auch den Stof f austausch zwischen Blut und Gehirn. Spezifische 
Transportsysteme vermitteln diesen Austausch. Die Ausbildung 



Fragmente davon 



schicht . 
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dieser Barriere in den Endothelzellen der Hirnkapillaren 
(brain microvessel endothelial cells, BMEC) ist in der Expres- 
sion spezifischer Proteine in diesem hochdif ferenzierten 
Zelltyp im Vergleich zu anderen Endothelzellen begrtindet. Es 
sind bereits einige fttr die Blut-Hirn-Schranke spezifische 
Proteine bekannt, zum Beispiel der Glucosetransporter GLUT-1, 
der spezifisch far die BMEC ist und die Energieversorgung des 
Gehirns gewShrleistet . 

Aufgrund der selektiven Permeabilitatseigenschaften der Blut- 
Hirn-Schranke ist es schwierig, verschiedene Krankheiten des 
zentralen Nervensystems zu behandeln, da zahlreiche Arzneimit- 
tel die Blut-Hirn-Schranke kamn durchdringen und somit an 
ihrem Wirkort im Gehirn nur in geringer Konzentration ankom- 
men. FUr die Entwicklung von im Gehirn wirkenden Arzneimitteln 
ware es daher von groBer Bedeutung, die Funktionsweise der 
Blut-Hirn-Schranke und der daran beteiligten Proteine zu 
kennen. Insbesondere ware es von Bedeutung, Kenntnis derjeni- 
gen Proteine zu erlangen, die gegehtiber anderen Zelltypen in 
den Hirnkapillar-Endothelzellen in besonders hohem Oder beson- 
ders geringem Malie oder aus bestimmten Spleifivarianten herge- 
stellt werden bzw. spezifische posttranslationale Modifikatio- 
nen aufweisen. 

Die Untersuchung von Hirnkapillar-Endothelzellen ist mit 
verschiedenen Problemen verbunden. Zum einen steht insbesonde- 
re zur Untersuchung der Proteinexpression im menschlichen 
Gehirn nicht gentigend Hirnmaterial zur VerfQgung, wobei unter 
anderem auch ethische GrUnde eine Rolle spielen- Ferner sind 
die einzelnen Individuen, von denen die Hirnmasse abstammt, in 
der Kegel sehr verschieden im Hinblick auf ihre genetische 
Information. Unterschiede ergeben sich beispielsweise bzgl. 
Alter, Geschlecht, Gewicht, Rasse etc. Ferner muss das Unter- 
suchungsmaterial innerhalb der ersten Stunden nach Eintritt 
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des Todes entnommen werden, denn nach diesem Zeitraiom f indet 
bereits eine erhebliche VerSnderung der Proteinzusairanensetzung 
in den Zellen durch enzymatische Ab- und UinbauvorgcLnge statt, 
Bisherige Verfahren zur Ontersuchung der Proteinexpression in 
5 Hirnkapillar-Endothelzellen sind uberdies mit dem Problem 

behaftet, dass das Untersuchungsmaterial nicht in ausreichen- 
der Reinheit fUr direkte Untersuchungen gewonnen werden kann, 
Bei der Isolierung von Hirnkapillar-Endothelzellen nach dem 
bekannten Verfahren erhait man tiblicherweise ein Gemisch mit. 
10 anderen Zelltypen, so dass Untersuchungen des Proteinexpressi- 
onsrausters an diesen Proben k^ine ausreichende Zuordnung 
ausschlieBlich zu den Hirnkapillar-Endothelzellen erlauben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bereitzustellen, mit dem BHS-spezif ische Protei- 

15 ne Oder Fragmente davon eindeutig identif iziert werden k5nnen. 
Das Verfahren soil sich insbesondere zur Identif izierung BHS- 
spezifischer Proteine bzw. Gene- in Hirnkapillar-Endothelzellen 
eignen, Weiterhin soli das Verfahren einfach und schonend 
durchfahrbar sein. Ferner soli das erf indungsgemSBe Verfahren 

20 selektiv far Proteine oder Fragmente davon sein, die verstSrkt 
Oder ausschlieBlich in Hirnkapillar-Endothelzellen gebildet 
werden und nicht in einem Vergleichsgewebe bzw. verwandten 
Zelltyp. Des Weiteren sollen sich die mit dem erf indungsgemS- 
Ben Verfahren identif izierten Proteine oder Fragemente davon 

25 als diagnostische Marker fiir Erkrankungen, die mit einer 
Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke einher gehen, eignen. 
Ferner sollen sich die mit dem erf indungsgemSBen Verfahren 
identif izierten Proteine zur Herstellung von Medikamenten zur 
Behandlung von Erkrankungen, die mit einer Dysfunktion der 

30 Blut-Hirn-Schranke eirihergehen, eignen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB gelost durch ein Verfahren 
zur Identif izierung der Anwesenheit eines BHS-spezif ischen 
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Proteins oder Fragments davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, 
dadurch gekennzeichnet, dass man a) frisch aus dera Gehirn 
isolierte Hirnkapillar-Endothelzellen durch enzymatischen 
Aufschluss in iiblicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) 
erhaltenen Aufschluss mit einem Lysepuffer behandelt, der 
vorhandene Erythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentli- 
chen zerstart und wenigstens 70% der Hirnkapillar- 
Endothelzellen in vitaler Form erhalt, c) gegebenenf alls das 
in Stufe b) erhaltene Produkt weiter aufreinigt, d) eine 
subtraktive cDNA-Bank aus den Hirnkapillar-Endothelzellen und 
einem Subtraktionsgewebe herstellt, e) eine cDNA-Subtraktion 
mittels eines oder mehrerer dif f erentieller Hybridisie- 
rungsschritte durchfUhrt, f) Klone aus der subtraktiven cDNA- 
Bank durch dif f erentielle Hybridisierung hinsichtlich ihrer 
jeweiligen Expression verifiziert, g) zu den BHS-spezif ischen 
Klonen aus der subtraktiven cDNA-Bank die cDNA-Sequenz ergSnzt 
und h) das Expressionsmuster der untersuchten Klone zwischen 
frischen und kultivierten Hirnkapillar-Endothelzellen ver- 
gleicht und so die Anwesenheit BHS-spezif ischer Proteine oder 
Fragmente davon identif iziert . 

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizie- 
rung der Anwesenheit eines BHS-spezif ischen Proteins oder 
Fragments davon in Hirnkapillar-Endothelzellen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man a) frisch aus dem Gehirn isoli'^rte 
Hirnkapillar-Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in 
ablicher Weise vorreinigt, b) den in Stufe a) erhaltenen 
Aufschluss mit einem Lysepuffer behandelt, der vorhandene 
Erythrozyten und apoptotische Zellen im Wesentlichen zerst5rt 
und wenigstens 70% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vitaler 
Form erhait, c) gegebenenf alls das in Stufe b) erhaltene 
Produkt weiter aufreinigt, d) das in Stufe c) erhaltene Pro- 
dukt in einem geeigneten Puffer solubilisiert, e) eine isoe- 
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lektrische Fokussierung durchf tlhrt , f) die Proben aus der 
isoelektrischen Fokussierung in der zweiten Dimension nach 
Molekulargewicht auftrennt, g) dif f erentielle Spots identifi- 
ziert und isoliert, h) mit dem Isolat von g) eine mas- , 
senspektrometrische Analyse durchfiihrt, und i) hiervon eine 
Auswertung mittels gezielter Datenbankanalyse vornimmt, 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren lassen sich BHS- 
spezifische Proteine oder Fragmente davon eindeutig und zuver- 
lassig identifizieren und die Erfindung betrifft auch die mit 
diesem Verfahren isolierten Proteine sowie die diese Proteine 
kodierenden Trans kripte bzw. Gene. Insbesondere betrifft die 
Erfindung auch die nach diesem Verfahren isolierten Proteine 
mit den Sequenzen SEQ ID NO: 5, 14, 19, 23, 27, 33, 53- 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der mit dem 
erfindungsgemSBen Verfahren identifizierten Proteine bzw. 
Fragemente davon zur Herstellung von Mitteln oder Medikamenten 
zur Diagnose oder Therapie von Erkrankungen, die auf einer 
Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die Kombination der 
vorstehend genannten Verfahrensschritte die eindeutige Identi- 
fizierung BHS-spezif ischer Proteine in Hirnkapillar- 
Endothelzellen erlaubt. Die mit dem erf indungsgemafien Verfah- 
ren isolierten Proteine sind ftir die BHS spezifisch. Die mit 
dem erf indungsgemSBen Verfahren isolierten Proteine besitzen 
aufgrund ihrer Spezifitat ftir die BHS eine Funktion in bzw. an 
der BHS. Bei dieser Funktion kann es sich beispielsweise vim 
eine Barrierefunktion, eine Transportfunktion, eine Funktion 
im Zusammenhang mit der Nahrstof f versorgung der BHS, eine 
Funktion als Tight- Junction-Protein, eine enzymatische Aktivi- 
tat etc. handeln. Somit ist es m5glich, ausgehend von der 
Identif izierung der Anwesenheit dieser Proteine gezielt 
spezifische Funktionen davon in der BHS abzuleiten. Dies 
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fische Funktionen davon in der BUS abzuleiten. Dies eroffnet 
die Moglichkeit ganzlich neuer Therapiekonzepte, die darauf 
beruhen, dass Substanzen gezielt durch die BHS geschleust 
werden k5nnen. Ferner kdnnen die mit dem erf indungsgemSften 
Verfahren identif izierten Proteine gezielt Gegenstand thera- 
peutischer Interventionen sein. Das erf indungsgemalie Verfahren 
erlaubt erstmalig die Entwicklung von therapeutischen Konzep-- 
ten fUr das Gehirn betreffende Erkrankungen. Weiterhin kann 
der Nachweis von VerSnderungen in den nach dem beschriebenen 
Verfahren identif izierten Proteinen zur Diagnose von Krankhei- 
ten benutzt werden, die auf einer Dysfunktion der BHS basie- 
ren. 

Von besonderer Bedeutung bei den erf indungsgemSBen Verfahren 
ist die Verwendung von frisch isolierten BMEC (Primarzellen) 
anstelle von kultivierten BMEC. Es wurde tlberraschenderweise 
gefunden, dass BMEC in Kultur sehr schnell dedif f erenzieren, 
d.h, ihre BHS-Eigenschaf ten sehr schnell verlieren, Ferner 
wurde auch gefunden, dass die Expression der fiir die Blut- 
Hirn-Schranke spezifischen Proteine in kultivierten Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen stark herabreguliert ist und nach nur 
wenigen Passagen vollig verschwindet , wodurch keine zuverias- 
sige Isolierung und Identif izierung BMEC spezifischer Proteine 
meglich ist. AuBerdem mUssen reine und vitale Zellen isoliert 
werden, um Zellspezif itat zu gewahrleisten und negative Oder 
das Ergebnis verf aischende Effekte durch Apoptose zu verhin- 



Bei dem erf indungsgemSJien Verfahren kann die Entnahme von 
Gehirnmaterial aus dem jeweiligen Organismus durch operativen 
Eingriff in den lebenden Organismus erfolgen, Auf diese Weise 
kOnnen beispielsweise auch Hirnproben vom menschlichen Orga- 
nismus bei Hirnoperationen erhalten werden. Vorteilhaf ter ist 
jedoch die Entnahme des vollstandigen Gehirns oder von Teilen 



dern. 
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davon aus dem Organismus mSglichst unmittelbar nach Eintritt 
des Todes. Bevorzugt wird das Gehirn in einem Zeitraiam von 
h5chstens einer Stunde, bevorzugter etwa h6chstens 30 Minuten^ 
noch bevorzugter etwa hGchstens 15 Minuten oder noch weiter 
bevorzugter etwa 5 Minuten nach Eintritt des Todes entnommen. 
Das Gehirn kann beliebigen Lebewesen entnoitunen warden, bei- 
spielsweise dem Menschen, Rindern, Schafen, Ziegen, Pferden 
etc. Es wurde nun gefunden, dass Schweinehirne ein gutes 
Modell fUr das menschliche Gehirn im Hinblick auf die Untersu- 
chung der Hirnkapillar-Endothelzellen auf BHS-spezif ische 
Proteine sowie der Obertragbarkeit der Ergebnisse auf den 
Menschen darstellen. 

Das Schweinehirn ist zum menschlichen Gehirn sowohl beztiglich 
der Anatomie als auch der Morphologie sehr Mhnlich. Ferner 
sind generell Sequenzhomologien zwischen Mensch und Schwein 
sowohl auf Protein- als auch auf NukleinsSureebene sehr hoch, 
so dass sich an Schweinematerial erhaltene Ergebnisse zuver- 
lassig auf den Menschen Cibertragen lassen und umgekehrt- Dies 
ist darin begrUndet, dass Mensch und Schwein phylogenetisch 
naher verwandt sind als Mensch und klassische Modellorganismen 
wie Maus oder Ratte. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass ein hypotonischer ' 
Lysepuffer nicht nur Erythrozyten lysiert, sondern auch allge- 
mein tote und apoptotische Zellen durch hypotonischen Schock 
platzen lasst. Der bei dem erf indungsgemMfien Verfahren zu 
verwendende Lysepuffer erhait wenigstens 70 %, bevorzugt 80 %, 
bevorzugter 90 %, noch bevorzugter 95 % der Hirnkapillar- 
Endothelzellen in vitaler Form, Ferner muss der Lysepuffer 
ungiftig sein und einen pH-Wert im physiologischen Bereich 
besitzen, Der erf indungsgemafi verwendete hypotonische Puffer 
sollte eine lonenstSrke von 0^1-0,2 M besitzen, ein- und 
zweiwertige Anionen bzw. Kationen enthalten und in einem pH- 
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Bereich von 7,0-8,0 puffern. Alle enthaltenen Substanzen 
mflssen ungiftig far die Zellen sein, so dass gesunde Zellen in 
dem Puffer fUr kurze Zeit nicht geschSdigt werden. Bevorzugt 
enthalt der hypotonische Puffer mit einer lonenst^rke von 0,1- 
0,2 M Natium-, Kalium-, Ammonium-, Calcium-, Magnesium-, 
Chlorid- und Sulfat-Ionen sowie Glukose und puf fert in einem 
pH-Bereich von 7,0-8,0, Dies erlaubt eine selektive Anreiche- 
rung vitaler Hirnkapillar-Endothelzellen aus einem Gemisch von 
Erythrozyten und anderen Zellen variierender Vitalitat. Der 
erfindungsgemau verwendete Puffer besitzt bevorzugt die fol- 
gende Zusammensetzung bei einem pH-Wert von 7,5: 
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lon/Substanz 


min. Konz. [mMJ 


max. Konz. [mM] 


Na* 


30,0 


60,0 


K* 


5,0 


7,5 


NH/ 


80,0 


100,0 


Ca^* 


1,0 


2,0 




6, 0 


9,0 


CI" 


125,0 


175,0 


HCOa" 


4,5 


6,5 


HiPOr 


0,5 


2,5 




0,3 


0,6 




0,4 


0,7 


Glukose 


1,5 


3,0 



Bevorzugter besitzt der eingesetzte Lysepuffer die folgende 
Zusanimenset zung : 



NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


im 


bis 


5, 5 


mM 


NH4CI 


80 


mM 


bis 


100 


mM 


CaClz 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCla 


0,6 


mM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0,6 


mM 
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NaHCOa 


4, 


5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0, 


2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0, 


4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0, 


1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1, 


5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



Besonders bevorzugt besitzt der Puffer die folgende 
Zusammenset 2ung : 



NaCl 


39 


mM 


KCl 


5,1 


mM 


NH4CI 


88 


mM 


CaCla 


1,6 


mM 


MgCl2 


0, 69 


mM 


MgS04 


0,46 


mM 


NaHCOa 


5,6 


mM 


NaHaPO, 


0,33 


mM 


Na2HP04 


0,53 


mM 


KH2PO4 


0,12 


mM 


Glucose 


2,24 


mM 



Norxnaleintfeise werden derartlge Lysepuffer zur Isolierung von 
Lymphozyten bzw. von RNA aus Lymphozyten eingesetzt, indem 
hierbei zuerst die Erythrozyten lysiert werden. Weder die 
Zusanumensetzung des erf indungsgemSB verwendeten Puffers noch 
die Anwendung eines derartigen Puffers zur Lyse apoptotischer 
Zellen wurde bisher beschrieben. 
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Die selektive Lyse apoptotischer Zellen ist bei dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren von wesentlicher Bedeutung, urn BHS- 
spezifische Transkripte anzureichern ohne dabei gleichzeitig 
Transkripte von Genen anzureichern^ die verstSrkt wShrend der 
Apoptose exprimiert werden. Bei anderen Verfahren zur Isolie- 
rung von Zellen wird das Problem der Apoptose dadurch umgan- 
gen, indem die isolierten Zellen in Kultur genommen werden. 
Hirnkapillar-Endothelzellen verandern jedoch in Kultur ihre 
Eigenschaften, was zu einem verSnderten Genexpressionsmuster 
fflhrt* Somit erlaubt das erf indungsgemSLfie Verfahren zur Zell- 
praparation durch den abschliefienden Lyseschritt erstmalig und 
gezielt die Isolierung ausreichender Mengen an frischen Hirn- 
kapillar-Endothelzellen . 

Nach Entnahme des Gehirns aus dem Organismus wird dieses 
zweckmSfiigerweise in einen geeigneten Puffer tlberfahrt und auf 
Eis gekiihlt schnellstmOglich zur weiteren Verarbeitung ins 
Labor transportiert . Die zu isolierenden Hirnkapillar- 
Endothelzellen befinden sich im Wesentlichen in der grauen 
Hirnsubstanz. Vor der weiteren Aufreinigung der Zellen wird 
daher bevorzugt die graue Hirnsubstanz mechanisch aus den 
iibrigen Hirnteilen herausprfipariert . HierfQr wird zunSchst die 
Hirnhaut abgezogen und die graue Hirnsubstanz abgeschabt, 
zerkleinert und in ein geeignetes Mediiam UberfUhrt. Ein geeig- 
netes Medium ist z.B. M199-Medium (Gibco/BRL, Grand Island, 
NY) Oder Earle' s Puffer, Vor der weiteren Aufreinigung ist es 
zweckmafiig, die Masse der erhaltenen grauen Hirnsubstanz zu 
bestimmen. 
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Earle's Puffer: NaCl 117,2 mM 

(pH 7,3) KCl 5,3 mM 

NaH2P04 X 2 H2O 1,0 mM 

MgS04 X 7 H2O 0,81 mM 

CaCl2 X 2 H2O 1,8 mM 

Glucose X H2O 5,6 mM 



Erfindungsgemaii erfolgt die Vorreinigung der Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch AufschlieBen der Hirnsubstanz in wenig- 
stens zwei aufeinander folgenden enzymatischen Schritten. In 
einem ersten enzymatischen Schritt wird die Hirnsubstanz mit 
dem Enzym Dispase verdaut. Der Dispaseverdau bewirkt die 
Aufl5sung des Nervengewebes . Als besonders geeignet hat sich 
eine Menge von 5 mg Dispase pro Gramm graue Hirnsubstanz 
erwiesen. Der Dispaseverdau erfolgt zweckmaiiigerweise in M199- 
Medium, es sind jedoch auch andere Medien und Puffer ftir diese 
Reaktion geeignet. Eine entsprechend vorbereitete DispaselG- 
sung wird zur Probe der grauen Hirnsubstanz gegeben, und die 
Suspension unter Ruhren bei 37** inkubiert. Inkubationszeiten 
von zwei bis vier Stunden, vorzugsweise etwa drei Stunden, 
haben sich als besonders vorteilhaft erwiesen. Die Enzymkon- 
zentrationen, die verwendeten LCsungsmittel bzw. Medien und 
die Inkubationsdauer sind jeweils so auszuw^hlen, dass m6g- 
lichst viel des Materials abgebaut bzw. aufgelost wird, wel-- 
ches die Hirnkapillaren umgibt bzw. bindet. Gleichzeitig sind 
die Bedingungen jedoch so einzustellen, dass ein m5glichst 
geringer Teil der zu isolierenden Hirnkapillar-Endothelzellen 
bei dem jeweiligen enzymatischen Schritt angegriffen bzw. 
abgetotet wird und die Zellen einer moglichst geringen Belas- 
tung ausgesetzt werden. 
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Wesentlich ist hierbei, dass entstehende Scherkrafte moglichst 
gering gehalten werden. Dies wird beispielsweise dadurch 
erzielt, dass der enzymatische Verdau der Hirnmasse in Spin- 



Nach dem Dispaseverdau werden in einer erster Reinigungsstufe 
die Hirnkapillaren mittels Zentrifugation in Dextranl6sung 
gewonnen. Hierftir kdnnen aus dem Stand der Technik bekannte 
Verfahren eingesetzt werden, Als besonders geeignet hat sich 
erwiesen^ eine Menge der Zellsuspension aus dem Dispaseverdau 
mit der gleichen Menge einer 15%igen Dextranlttsung zu mischen> 
10 min. zu schiitteln und fUr etwa zehn Minuten bei 10**C bei 
8650 X g in einem Festwinkelrotor zu zentrifugieren. Nach der 
Zentrifugation wird der Oberstand abgenommen und das Sediment 
dem zweiten enzymatischen Schritt zugefUhrt. 

Im zweiten enzymatischen Schritt wird das Sediment der Zentri- 
fugation mit Collagenase D verdaut. Collagenase D last unter 
anderem die Basalmembran auf . Dem zweiten enzymatischen 
Schritt werden zweckmaiiigerweise ein Oder mehrere Proteasein- 
hibitoren zugegeben. .Besonders geeignet ist hierftir der Pro- 
teaseinhibitor Na-p-Tosyl-L-Lysin-Chloromethylketon (TLCK) . 
Der zweite enzymatische Schritt wird zweckm^Bigerweise unter 
Rtihren bei 37**C fOr etwa eine Stunde durchgef Ohrt • Es hat sich 
auch als besonders geeignet erwiesen, im zweiten enzymatischen 
Schritt eine Oder mehrere DNAsen, wie Benzonase, einzusetzen. 
Hierdurch wird die beim Auf schluss toter Zellen frei werdende 
DNA abgebaut, welche ansonsten die Viskositat der Suspension 
erh5ht . 

Nach dem zweiten enzymatischen Schritt wird eine zweite Reini- 
gungsstufe mittels Zentrifugation im Percoll-Dichtegradienten 
durchgefuhrt . Der Dichtegradient wird vorbereitet, indem man 
beispielsweise 9/91 ml Percoll^ 0,72 ml 10-fach konzentriertes 



nerflaschen langsam und kontinuierlich gemischt wird. 
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M199-Meclimn und 19,37 ml Earless Puffer mischt und in der 
Ultra-Zentrifuge bei 37200 x g, 4^C im Festwinkelrotor ftir 
eine Stunde zentrif ugiert . Die Zellsuspension aus dem zweiten 
enzymatischen Schritt wird durch mehrfaches Zentrifugieren bei 
geringer Geschwindigkeit, Abziehen des Oberstandes und Re- 
suspendieren des Zentrif ugationssediments gewaschen, d.h, von 
den zugesetzten Enzymen befreit. Nach dem letzten Zentrif uga- 
tionsschritt wird das Sediment in einer geringen Menge Fltis- 
sigkeit, wie z.B. 6 ml M199-Medivim, aufgenommen und auf den 
vorbereiteten Percoll-Dichtegradienten aufgetragen und in der 
Ultrazentrifuge bei 1400 x g^ 4^C fUr zehn Minuten im 
Ausschwingrotor zentrif ugiert . Die Percoll- 
Dichtegradientenzentrifugation bewirkt eine Auftrennung des 
suspendierten Zellmaterials nach seiner Dichte, wobei Obli- 
cherweise drei diskrete Banden auftreten. Eine erste obere 
Bande mit der geringsten Dichte enthSlt ZelltrOramer bzw. 
Zellfragmente. Eine zweite mittlere Bande enthait unter ande- 
rem die zu isolierenden Hirnkapillar-Endothelzellen. In einer 
dritten unteren Bande mit der h5chsten Dichte sammeln sich 
unter anderem Erythrozyten. 

Die zweite Bande, welche die Hirnkapillar-Endothelzellen 
enthait, wird isoliert und erf indungsgemSB einer weiteren 
Reinigung zugefUhrt. Die Isolierung kann durch Abziehen der 
Bande mit Hilfe einer KanUle oder vorzugsweise durch Abpipet- 
tieren erfolgen. 

Neben den Hirnkapillar-Endothelzellen enthait das Material der 
aus der Percoll-Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen 
zweiten Bande noch eine Vielzahl anderer Zelltypen, im Wesent- 
lichen Erythrozyten und apoptotische Zellen, Bislang war es 
nicht mbglich, diese verunreinigenden Zellen in ausreichendem 
MaRe von den Hirnkapillar-Endothelzellen unter schonenden 
Bedingungen zu trennen. Oberraschenderweise wurde nun gef un- " 
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den, dass dieses Problem gel6st werden kann, wenn die weitere 
Reinigung der Hirnkapillar-Endothelzellen mit eineiti Lysepuffer 
durchgeftihrt wird, wie er iiblicherweise zur Isolierung von 
Lymphozyten verwendet wird^ wobei die Zusainmensetzung des 
Lysepuffers, die Behandlungsdauer und die Behandlungstempera- 
tur so ausgewSLhlt sind, dass vorhandene Erythrozyten und 
apoptotische Zellen im Wesentlichen vollstandig zerst5rt 
werden und ein GroBteil der Hirnkapillar-Endothelzellen Ober- 
lebt. Die Vorteile und Eigenschaf ten dieses Puffers wurden 
vorstehend dargelegt. 

Als erf indungsgemaB geeignet hat sich ein Lysepuffer erwiesen, 
der die folgenden Bestandteile enthait: 



NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


mM 


bis 


5,5 


mM 


NH4CI 


80 


mM 


bis 


100 


mM 


CaCla 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgClz 


0, 6 


mM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0, 6 


mM 


NaHCOa 


4,5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0,4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


i,s 


mM 


bis 


3,0 


mM 



Besonders geeignet ist ein Lysepuffer^ der die folgende Zusam- 
mensetzung hat: 



m 
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Nad 


39 


mM 




5/ 1 


mM 


XI LI ^ T 

NH4C1 


88 


mM 




1/ 6 


tnM 




0,69 


mM 




0,46 


mM 


NaHCOa 


5,6 


mM 


NaH2P04 


0,33 


mM 


Na2HP04 


0,53 inM 


KH2PO4 


0,12 


mM 


Glucose 


2,24 


mM 



Nach Zugabe des Lysepuffers wird die Suspension gemischt und 
mehrfach durch Zentrifugieren bei niedriger Geschwindigkeit 
und Resuspension in geeignetem Mediiim bzw. Puffer, wie Ml 99 
Oder Earle's Puffer, gewaschen. Im Zentrifugat sammeln sich 
die gereinigten Hirnkapillar-Endothelzellen. 

Die gereinigten Hirnkapillar-Endothelzellen kOnnen nun auf 
zwei verschiedenen Wegen weiter verarbeitet werden um die 
Anwesenheit BHS-spezif ischer Proteine oder Fragmente davon zu 
identifizieren. So kOnnen zum einen tiber den Proteomics-Ansatz 
als auch Uber den Genomics-Ansatz jeweils unterschiedliche 
Proteine bzw, Fragmente davon bzw. Transkripte identifiziert 
und isoliert werden. Nachstehend werden beide AnsStze naher 
beschrieben. 

Die folgenden Figuren erlSutern den Gegenstand der vorliegen- 
den Erfindung naher: 



Figur la: Northern-Blot Analyse von Itm2A 
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Figur lb: Die Expression von Itm2A in BMEC unter Ischaraie 

Figur 2: Expressionsmuster von Itni2A in kultivierten BMEC 
(MilOO bp-Marker) 

Figur 3: Expressionsmuster von S231 {M:100 bp ladder) 

Figur 4: Expressionsmuster von ssEMPl (M:100 bp ladder) 

Figur 5: Northern-Blot Analyse hybridisiert mit S231 (A) bzw, 
EMPl (B) als Sonde 

Figur 6: Western-Blot Analyse von S231 

Figur 7: Homologie-Vergleich von humanem und murinem EMPl 

sowie porcinem S231, Die MembrandomSne ist hell her- 
vorgehoben, die N-Glykosilierungsstelle hellgrau* 

Figur 8: Expressionsmuster von S231 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker) 

Figur 9: Northern-Blot hybridisiert mit full-length 
FLJ13448/S012 als Sonde 

Figur 10: Homologie-Vergleich von humanem, murinem und porci- 
nem FLJ13448/S012 . Kursiv sind jeweils die Peptide 
dargestellt, die als Signalpeptide dienen und ab- 
gespalten werden. 

Figur 11: Expressionsmuster von porcinem FLJ13448/S012 in 
kultivierten Zellen (M:100 bp-Marker) 

Figur 12: NSE2 AminosSuresequenz des humanen Proteins. Durch 
die fette, unterstrichene Schrift sind die im Mas- 
senf ingerprint identif izierten Peptide gekennzeich- 
net • 
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Figur 13: 
Figur 14: 
Figur 15: 



Figur 16: 



Figur 17: 
Figur 18: 

Figur 19: 



Northern-Blot ftir NSE2 hybridisiert mit SEQ ID NO: 
22 als Sonde 

Expressionsmuster von NSE2 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker) 

Homologie-Vergleich von humanem NSE2 und NSEl- In 
hellem Font sind potentielle Phosphorilierungsstel- 
len dargestellt. Unterstrichen ist eine mogliche Ty- 
rosin-Kinase DomSne (ProSite Pattern Match PS00109) , 
wobei der aktive Rest fett dargestellt ist, 

Verteilung von PEST-DomSnen in NSE2. PEST-Sequenzen 
sind Pro, GIu, Ser und Thr reiche Regionen in Prote- 
inen, die fur eine kurze Halbwertszeit solcher Pro- 
teine in der Zelle verantwortlich sind, indem sie 
die Ubiquitinilierung dieser Proteine kontrollieren. 
Phosphorilierung bestiiniater Ser oder Thr Reste in 
den PEST-Regionen (hell) ist fiir die Erkennung und 
Prozessierung durch den Ubiquitin-Proteasom Weg 
wichtig- 

Die Expression von NSE2 in BMEC unter Ischamie 

TUninosSuresequenz des humanen Proteins DRG-1 
(CAB66619) . Durch die fette, unterstrichene Schrift 
sind die im Massenf ingerprint identif izierten Pepti- 
de gekennzeichnet • 

Der Homologie-Vergleich von humanem und murinem DRG- 
1 zeigt 90 % Identitat bzw, 94 % Homologie. Poten- 
tielle Phosphorilierungsstellen, eine nicht konser- 
vierte potentielle Glykosilierungsstelle und die 
Transmembrandom^ne sind in hellem Font dargestellt • 
Der N-Terminus ist intrazellulSr lokalisiert. 
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Figur 20: Expressionsmuster von DRG-1 (M:100 bp-Marker) 

Figur 21: Expressionsmuster von DRG-1 in kultivierten Zellen 
(M:100 bp-Marker) 

Figur 22: TKA-1 Aminosauresequenz des humanen Proteins. Durch 



Figur 23: Northern-Blot hybridisiert mit ssTKA-l.ctg als Sonde 
Figur 24: Expressionsmuster von TKA-1 in kultivierten Zellen 



Figur 26: Western-Blot Analyse von TKA-1 

Figur 27: Expressionsmuster von S064 

Figur 28: Expressionsmuster von ARL8 

Figur 29: Multiple-Tissue-Blot hybridisiert mit S064 als Sonde 

Figur 30: Expression von S064/ARL8 in kultivierten BMEC 

Figur 31: Expressionsmuster von 5G9 

Figur 32: Homologievergleich zwischen HSNOVl und PNOVl 

Figur 33: Vorhersage von Transmembrandomfinen innerhalb der 



Figur 34: Multiple-Tissue-Blot hybridisiert mit 5E7 als Sonde 
Figur 35: Expressionsmuster von TSC-22 in kultivierten BMEC 
Figur 36: Verringerte Expressionsrate von TSC-22 in BMEC bei 



die fette, unterstrichene Schrift sind die im Mas- 
senfingerprint identifizierten Peptide gekennzeich- 
net . 



(M:100 bp-Marker) 



Figur 25: Die Expression von TKA-1 in BMEC unter Ischamie 



Sequenz des Proteins HSNOVl 



IschMmie 
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Identifxzierung BBS-spezlflscher Pxotelne durch dlfferen^elle 
2I>-Gelelekteophore8e 

Durch den direkten zweidimensionalen Vergleich der Genprodukte 
kann ein vollstSndiges Bild der Hirnkapillar-Endothelzellen 
erhalten werden. Erf indungsgemSfi wird bei alien Elektrophore- 
sen ein Vergleichsgewebe verwendet. Das Vergleichsgewebe ist 
ein Gewebe, das eine gezielte Identif ikation von Transkripten 
bzw. Proteinen erlaubt, die spezifisch fUr die Blut-Hirn- 
Schranke sind. GrundsStzlich k5nnen beliebige Endothelzellen. 
als Vergleichsgewebe verwendet werden, beispielsweise makro- 
und mikrovaskulare Endothelzellen des gleichen Gewebes oder 
auch Endothelzellen aus anderen Organen, z.B. Herz, Lunge, 
Niere, Leber, Aorta etc. Es kOnnen auch aus Kultur gewonnene 
dedifferenzierte BMEC verwendet werden. Es ist jedoch bevor- 
zugt, einen anderen Endothelzelltyp als Vergleichsgewebe gegen 
Hirnkapillar-Endothelzellen zu verwenden. Bevorzugt werden En- 
dothelzellen aus Aorta verwendet, die keine Barrieref unktion 
aufweisen. Dies hat zus^tzlich den Vorteil, dass Mikrogefafie 
gegen Makrogefaiie verglichen werden k5nnen. Es k5nnen ferner 
auch andere mikrovaskulare Endothelzellen benutzt werden. 
Ebenfalls geeignet sind unter anderen Bedingungen kultivierte 
Hirnkapillar-Endothelzellen als Vergleichsgewebe, z.B. unter 
anderen Bedingungen bzgl. pH-Wert, Wachstximsmatrix, Wachstuuns- 
faktoren, z.B. Cytokine. Aus den bekannten Eigenschaf ten der 
Hirnkapillar-Endothelzellen gegenUber dem jeweiligen Ver- 
gleichsgewebe ergibt sich die physiologische Bedeutung der 
identif izierten Proteine. Erf indungsgemafi bevorzugt werden 
zwei definierte Zelltypen verwendet: Frisch isolierte BMEC als 
der Zelltyp mit Schrankenfunktion und Endothelzellen aus 
Aorta, die also wie BMEC auch Endothelzellen sind, jedoch 
keine Schrankenfunktion aufweisen. Insbesondere durch die 
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Verwendung von Schweinegewebe ist es erstmals moglich eine so 
detaillierte Proteomkarte dieser Zellen zu erstellen. 

grobenvorbe rei teung 

ZunSchst ist die Vitalitat der prSparierten Zellen und der An- 
teil der in der Preparation enthaltenen Erythrozyten zu be- 
stimmen. Zur Bestimmung der Vitalitat werden 20 ]il der sus- 
pendierten Zellen entnommen und mit 4 \il Fluorescindiacetat- 
Arbeitsl6sung (24 pM in Earle's Puffer) und 2 pi Propidium- 
iodid-Arbeitsl5sung (70 iiM in Earle's Puffer) versetzt. Die 
Suspension wird gemischt und 10 min bei 37 ''C inkubiert. Die 
Zellen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert 
und das VerhSltnis vitale zu geschSdigten Zellen bestimmt. 
Lebende Zellen sind an einer grttnen Fluoreszenz {Exitation 450 
nm und Emission 515 nm) , geschSdigte Zellen dagegen an einer 
roten im Kern lokalisierten Fluoreszenz (Exitation 488 nm und 
Emission 615 nm) zu erkennen. Der Anteil der Erythrozyten wird 
durch Zugabe von 20 pi Benzidin-ArbeitslSsung (15 mM Benzidin- 
hydrochlorid, 12 % (v/v) EssigsSure^ 2 % (v/v) H2O2) zu 20 pi 
Zellsuspension bestimmt. Die Probe wird gemischt und 5 min bei 
25**C inkubiert. Danach wurde ein Tropfen der Zellen auf einen 
ObjekttrSger pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. 
Erythrozyten erscheinen in diesem Test durch die Anlagerung 
blauer Kristalle im Durchlichtmikroskop. Durch AuszShlen wird 
das Verhaitnis von Endothelzellen zu Erythrozyten bestimmt, 
Die Zellen lassen sich bei einem VitalitMtsverhaltnis von 95 % 
vitaler Zellen und bei einer Erythrozytenverunreinigung von 
unter 10 % fUr die nachfolgende zweidimensionale Gele- 
lektrophorese verwenden. 

Das Feuchtgewicht der frisch isolierten, sediment ier ten Zellen 
wird bestimmt und mit dem fiinffachen Voliamen (z.B. 100 mg 
Zellen mit 500.pl Puffer) Puffer A pH 6.8 (10 mM PIPES, 100 mM 
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NaCl^ 3 mM MgCl2, 300 mM Saccharose, 5 mM EDTA, 1 inM PMSF, 150 
pM Digitonin) vorsichtig resuspendiert • Die Zellsuspension 
wurde danach 20 min unter leichtem Schutteln auf Eis inku- 
biert. AnschlieBend erfolgt eine Zentrifugation (480 g, 4°C, 
10 min), um die Zellen zu sedimentieren. Der Oberstand wird 
abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei -20**C gelagert. 

Das Sediment wird dann wiederxam im fUnffachen Volumen des 
ursprQnglichen Feuchtgewichtes in Puffer B pH 7.4 (10 mM 
PIPES, 100 mM NaCl, 3 mM MgClz/ 300 mM Saccharose, 5 mM EDTA, 

1 mM PMSF, 0,5% (v/v) Triton X-100) resuspendiert und auf Eis 
30 min unter heftigem Schatteln inkubiert, Danach wird die 
Probe 10 min durch Zentrifugation (5000 g, 4^*0 sedimentiert, 
der Oberstand abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei - 
20 ""C gelagert. 

Das Sediment wird nun im l,7fachen des ursprUnglichen Feucht- 
gewichtes in Puffer C pH 7.4 (10 mM PIPES, 10 mM NaCl, 1 mM 
MgCl2/ 1 mM PMSF, 1% (v/v) TWEEN-40, 0,5% (w/v) Desoxycholat) 
resuspendiert, in einen Dounce-Homogenisator UberfUhrt und mit 
filnf Haben aufgeschlossen. Danach wird die Probe wieder in ein 

2 ml Reaktionsgefaii tiberfUhrt und 1 min im Ultraschallbad 
inkubiert. Die Probe wird dann durch Zentrifugation (6780g, 
4*^0, 10 min) sedimentiert und der Oberstand bis zur weiteren 
Verwendung bei -20'*C gelagert. 

Das Sediment ist je nach Gr5Be in 200 - 500 ]il Puffer D pH 8.0 
(50 mM Tris, 1 mM MgCl2) zu resuspendieren und wird in Stick- 
stoff schockgefroren. Danach wird die Probe im Ultraschallbad 
aufgetaut und anschlieBend bei 37^*0 mit 5 - 10 pi Benzonase 
(25 U/pl) inkubiert bis sich eine homogene, nicht mehr viskose 
FlUssigkeit bildet. Dann wird das 7fache Volumen einer 5 % 
(w/v) SDS-L5sung zugegeben und die Probe 20 min auf 90**C 
erhitzt. Es folgt eine Zentrifugation far 10 min (7000g, 20''C) 
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zur Entfernung unl6slicher Bestandteile. Der Oberstand wurde 
abgezogen und bis zur weiteren Verwendung bei -20*'C gelagert. 
Das eventuell vorhandene Sediment wird verworfen. 

Die Oberstande werden aufgetaut, anteilsmaiiig vereinigt und 
gemischt. Um die in der Probe enthaltenen Detergenzien zu 
entfernen, erfolgt die Mischung der Probe mit 100 % Aceton 
(gelagert bei -30^*0 im Verhaitnis 20 zu 80. Nach grUndlichem 
Mischen wird die FSllung mindestens 1 h bei -30*C inkubiert. 
Danach erfolgt die Sedimentierung der gefailten Proteine ftir 
15 min bei lO.OOOg und 4**C- Der Oberstand wird dekantiert und 
verworfen. 

AnschlieBend wird das Sediment mit 80 % (v/v) Aceton (-30**C 
kalt) gewaschen und erneut bei -30**C inkubiert • Nach der 
erneuten Zentrifugation (15 min, 10,000 g, 4**C) wird der 
Oberstand verworfen und das Sediment in der kleinstmGglichen 
Menge Solubilisierungspuf fer I (7 M Harnstoff , 2 M Thio- 
harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS) Oder II (8 M Harnstpff, 4 % (w/v) 
CHAPS) resuspendiert und der Proteinge^alt der Proben be- 
stimmt. Dazu werden ftir die Proteinbestimmung in einem 50 ml 
Reaktionsgef SB 1 Teil Rotiquant (Roth) und 4 Teile bidestil- 
liertes Wasser zu einer fertigen Arbeitsl&sung gemischt und 
unlGsliche Bestandteile Uber einen Faltenfilter entfernt. FQr 
die Eichgerade werden Verdtinnungen von Rinderservimalbumin 
(BSA) in Solubilisierungspuf fer I bzw. II hergestellt. Dabei 
wurden far die Eichl5sungen Konzentrationen von 0,2 mg/ml/ 0,4 
mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,0 mg/ml eingestellt. Von den 
Eichl5sungen, der Probe und der Referenz (Solubilisierungspuf- 
fer I Oder II) werden je 20 ]il in einem 1,5 ml Reaktionsgef afi 
vorgelegt und mit 1 ml der Rotiquant -ArbeitslGsung versetzt. 
Gemischt wird in dem jeweiligen Reaktionsgef SB durch soforti- 
ges Invertieren, danach erfolgt eine Inkubation der Probe bei 
25 °C fvir die Dauer von 20 min, Nach OberfUhren der Probe in 
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eine 1 ml KUvette wird in einem Spektralphotometer bei 560 nm 
die Absorption gemessen. Durch Erstellung einer Eichgerade 
kann der Proteingehalt der Proben bestiirant werden. 

Die restlichen Oberstande der Proben werden dann bis 2ur 
weiteren Verwendung bei -80 ''C gelagert. 

Zsoelektrlsche Folcassxenukg 

FQr 12 Fokussierungsgele werden 2,5 mg Probe, die in 4,5 ml 
Solubilisierungspuf fer I oder II (far pH-Gradient 4,5-5,5) 
gelost vorliegen, mit 1,125 ml Fokussierungspuf f er I (7 M 
Harnstoff, 2 M Thioharnstof f , 4% (w/v) CHAPS, 91 mM DTT, 2,5 % 
IPG-Puffer) bzw. II (8 M Harnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 91 mM, 
2,5% IPG-Puffer; fUr pH-Gradient 4,5-5,5) versetzt, 1 min im 
Ultraschallbad behandelt und dann 5 min in der Tischzentrif uge 
(20.000g) zentrifugiert . Ftir die verwendeten pH-Gradienten 
(3,5 - 4,5; 4,0 - 5,0; 4,5 - 5,5; 5,0 - 6,0; 5,5 - 6,7; 6,0 - 
9,0) die als 24 cm lange Gele (Immobiline DryStrip; Amersham 
Biosciences) eingesetzt werden, werden die passenden IPG- 
Puffer eingesetzt. 

AnschlieBend werden je 450 \il Probe in die Rehydratisierungs- 
vorrichtung pipettiert und das Immobiline DryStrip- 
Fokussierunsgel mit Hilfe von zwei Pinzetten mit der Gelseite 
nach unten luftblasenf rei auf die LOsung gelegt. Danach wird 
das Gel mit Paraffin51 aberschichtet • Die Rehydratisierungs- 
dauer betrSgt mindestens 12 h bis maximal 16 h. Beim pH- 
Gradienten 6,0 - 9,0, bei dem die Probe mittels Cup-Loading 
aufgetragen wird, wird anstelle der Probe mit der entsprechen- 
den Mischung aus Solubilisierungspuf fer I (4,5 ml) mit dem 
entsprechenden Fokussierungspuf fer I (1,125 ml) der Gelstrei- 
fen rehydratisiert . Nach der Rehydratisierung wird jeder 
Gelstreifen in einen 24 cm Stripholder UberfUhrt und in Falle 
des „Cup Loadings'' zusatzlich der Sample Cup direkt vor die 
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Kathode platziert- Die Probe mit jeweils 200 pg Protein wird 
in den Sample Cup pipettiert und zusammen mit dem Immobiline 
DryStrip-Gel mit Paraffin51 tiberschichtet . 

Die mit bidestilliertem Wasser angefeuchteten Elektrodenstrei- 
fen werden an den jeweiligen Gelenden positioniert . Auf diese 
Streifen werden dann die Elektroden aufgesetzt. Danach werden 
jeweils 6 beladene Stripholder in einer ETTAN IPGphor Fokus- 
sierungsapparatur (Amersham Biosciences) mit einem, dem pH- 
Gradienten entsprechenden Programm (siehe Tabelle 1) fokus- 
siert. Nach Abschluss der Fokussierung werden die Streifen mit 
einer Pinzette entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei - 
80°C gelagert. 



Tabelle 1: Programme ftir die Isoelektrische Fokussierung 



Programm 1 








SI 


500 V 


Linearer Gradient 


1 h 


S2 


500 V 


Stufengradient 


1 h 


S3 


1000 V 


Stufengradient 


1 h 


S4 


8000 V 


Linearer Gradient 


1 h 


S5 


8000 V 


Stufengradient 


88 kVh 


Programm 2 








SI 


500 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 


S2 


500 V 


Stufengradient 


0,5 h 


S3 


1000 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 


S4 


1000 V 


Stufengradient 


0,5 h 



m 
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S5 


4000 V 


Linearer Gradient 


1,0 h 


S6 


4000 V 


Stufengradient 


0,5 h 


S7 


8000 V 


Linearer Gradient 


0,5 h 


SB 


8000 V 


Stufengradient 


105 kVh 



Programm 1 wird far die pH-Gradienten 3,5 - 4,5, 4,0 - 5,0, 
4,5 - 5,5, 5,0 - 6,0 und 5,5 - 6,7 angewandt, wShrend Prograiran 
2 bei Gelen mit einem pH-Gradienten von 6,0 - 9,0 zur Anwen- 
dung koroint* 

SDS-'Gelelek'brophorese 

FUr die zweite Dimension werden die ben5tigten SDS- 
Polyacrylamidgele mit einer Konzentration an Acrylamid von 
12,5 % (w/v) selbst hergestellt. 

Die GelgieBapparatur wird entsprechend der Bedienungsanleitung 
(Amersham Biosciences) montiert und mit VerdrSngungspuf fer pH 
8,8 (0,375 M Tris, 50 % (v/v) Glycerin, 0,002 % (w/v) Bromphe- 
nolblau) in das vorgesehene Reservoir befiillt. 

Der Gelpolymerisationsansatz pH 8,8 (12,17 % (w/v). Acrylamid, 
0,33 % (w/v) Bisacrylamid, 0,375 M Tris, 0,1 % (w/v) SDS, 0,05 
% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat) wird in ein GefSB mit Auslauf- 
taile gemischt und dann 5 min im Ultraschallbad entgast. 
Danach wird die Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 0, 04 
% (v/v) TEMED gestartet. Sofort wird das GefSiJ an einem Stativ 
montiert und Uber einen Schlauch mit der GelgieBapparatur 
verbunden. Die Gell6sung wird in die Apparatur flieBen lassen 
bis sie ca 3 cm unter der niedrigeren Kante der Gel-Kassetten 
steht, Danach wird der Stopfen des Reservoirs ftir den VerdrSn- 
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gungspuffer gelost und der Puffer verdrSngt die Gellosung^ bis 
diese ca 1 cm unter die Glaskante der Kasette gestiegen ist. 
Die gegossenen Gele warden bis zur vollstandigen Polymerisati- 
on mit wassergesattigtem n-Butanol iiberschichtet . 

Je ein Fokussierungsgel wird aus dem - 80**C-Gef rierschrank 
entnommen und in ein Equilibrierungsr5hrchen tlberfUhrt. Durch 
Zugabe von je 15 ml Reduktionspiif f er pH 8.8 (6 M Harnstoff, 50 
mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 65 mM DTT) werden 
die in den Gelen f okussierten Proteine unter Schutteln f Ur 15 
min bei 25°C reduziert. Danach wird der Reduktionspuf f er 
verworfen und die Proteine durch Zugabe von 15 ml Alkylie- 
rungspuffer (6 M Harnstoff, 50 mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 4% 
(w/v) SDS, 260 mM lodacetamid) mit lodacetamid alkyliert. Die 
Inkubation erfolgt dabei ebenfalls far 15 min bei 25*C unter 
Schutteln, Der Puffer wird anschlieiiend auch verworfen und der 
Gelstreifen wird aus dem R5hrchen entnommen, Mit Hilfe einer 
Pinzette wird das Gel auf die SDS-Gele gelegt und mit 2 ml 
fliissiger AgaroselOsung pH 8,3 (0,5 % (w/v) Agarose, 25 mM 
Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) iiberschichtet und dadurch 
fixiert. Die Elektrophoresekammer ETTAN DALT II (Amersham 
Biosciences) wird mit 10 1 2D-Laufpuf f er pH 8,3 (25 mM Tris, 
192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) befullt, die PAA-Gele in das 
Gerat eingebaut und der Elektrophoreselauf durchgeftihrt . Dabei 
wird zunSchst eine konstante Leistung von 5 W pro PAA-Gel fUr 
50 min eingestellt. Die Temperatur betrSLgt konstant 20'*C. 
Danach wird die Leistung auf 55 W pro Gel maximal jedoch auf 
180 W erhoht und die Elektrophorese fortgesetzt bis der blaue 
Kontrollfarbstoff (Bromphenolblau) das untere Ende der Gele 
erreicht hat. Die Elektrophorese wird beendet und die Gele 
entnommen. Je Gel werden in einer Schale 400 ml (7 % (v/v) 
EssigsSure, 10 % (v/v) Methanol) vorgelegt, das Gel aus den 
Glasplatten entnommen und in die Schalen UberfUhrt, Zur Fixie- 



m 1^ 

wo 2004/02963^^ PCT/EP2003/009968 

28 



rung werden die Gele 30 min bei 25*^0 unter SchOtteln inku- 
biert. W^hrendessen werden 400 ml SyproRuby FSrbelOsung in 
einer schwarzen Schale vprgelegt und die fixierten Gele nach 
Ablauf der Inkubationszeit in die FSrbelGsung tiberfUhrt. Nach 
der Farbung fUr 16 h unter Schtitteln werden die Gele in 400 ml 
Fixierung 15 min entfSrbt und zur Dokumentation im FLA 5000 
Scanner (Fuji) bei einer Anregungswelleniange von 473 nm und 
einer Emissionswelleniange von 575 nm bei einer AuflOsung von 
100 ]im und einer 16 bit Gradiation gescannt. Die Gele werden 
danach in Plastikfolie eingeschweiBt und bei 4*'C bis zur 
weiteren Verwendung gelagert. 

ZdantlflkaUon d±££erentxeller Spo1:8 

Zur Identif ikation dif f erentieller Proteinspots wurden zu- 
nachst pro pH-Gradient (3,5 - 4,5; 4,0 - 5,0; 4,5 - 5,5; 5,0 - 
6,0; 5,5 - 6,7; 6,0 - 9,0) jeweils 10 Gele mit frisch prapa- 
rierten BMECs und 10 Gele aus AOECs (Aorta Endothelial Cells) 
erstellt und gescannt. Die Gele wurden dann mit Z3-Auswerte- 
software (Compugen) verglichen und dif ferentielle Spots anno- 
tiert. Als Filter wurden dabei eine minimale SpotgroBe von 100 
Pixel angenommen. Die Proteinspots, die in BMECs hoher (drei- 
fache Menge oder mehr) oder einzigartig detektiert werden 
konnten, wurden mit einer 1000 jil-Spitze auf einem Blaulicht- 
tisch (MoBiTec) ausgestochen und in ein 0,2 ml Reaktionsgef Sfi 
tiberfUhrt. Die ausgestochenen Spots wurden beschriftet und bis 
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

Hydrolyse und massenspektromatolsche Analyse der Protelnproben 

Das in der Gelmatrix fixierte, ausgestochene Protein wurde aus 
dem -80 °C KUhlschrank entnoramen und durch Zugabe von 100 ]il 
bidestilliertem Wasser gewaschen. Dazu wurde der jeweilige 
Ansatz 20 min bei 25^C unter Schtitteln inkubiert und dann der 
Oberstand abpipettiert und verworfen. Der Vorgang wurde noch 
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zwei weitere Male wiederholt. Daran wurde zweimal mit 100 ]xl 
50% (v/v) Acetonitril ttberschichtet und jeweils 15 min bei 
25^*0 unter Schtitteln inkubiert. Erneut wurden die Oberstande 
verworfen- Durch die Zugabe von 100 pi 100% Acetonitril und 15 
rainiltiger Inkubation bei 25 ®C unter Schutteln erfolgte eine 
vollstSndige Dehydratisierung des Gelsttickes^ Nach Entfernen 
des Oberstandes wurde das Gelstuck 5 min an der Luft getrock- 
net. Danach wurde das GelstUck in 15 pi Hydrolysepuf f er (50 mM 
{NH4)2C03, 25 ng - 50 ng/15 pi Trypsin V) wieder rehydratisiert 
und gequollen. Die Hydrolyse der Proteine erfolgte durch 
Inkubation bei 37 ""c fur 18 h. Far die Erstellung eines Peptid- 
/^Fingerprints^' mittels Matrix-Assisted Laser Desorption Ioni- 
zation (MALDI) werden die Hydrolysen mit 15 pi 0,1% (v/v) 
Trif luoressigsSure angesauert. Die verwendeten ZipTip-C18- 
Pipettenspitzen werden durch dreimaliges Rehydratisieren mit 
je 10 pi 50% (v/v) Acetonitril und anschlieBendes dreimaliges 
Equilibrieren mit je 10 pi 0,1% (v/v) Trif luoressigsSure 
vorbereitet. Das Auftragen der Probe erfolgt durch sieben- bis 
zehnmaliges Auf Ziehen des Oberstandes des Hydrolyseansatzes. 
Gewaschen werden die ZipTips dann mit 10 pi 0,1% (v/v) Triflu- 
oressigsaure. Die Peptide werden direkt mit der Matrix (a- 
Cyanozimtsaure, 50% (v/v) Acetonitril, 0,1% (v/v) Trifluores- 
sigsSure) durch drei- bis viermaliges Auf- und Abpipettieren 
auf den MALDI -Me sstrSger eluiert, Nach Trocknen der Proben auf 
dem TrSger werden die Proben zunSLchst massenspektrometrisch 
mittels MALDI -Fingerprint gemessen und analysiert. Dazu werden 
am Voyager DE PRO (PerSeptive Biosystems) MALDI- 
Massenspektrometer die Proben im //Positive Reflector Mode*' mit 
einer Beschleunigungsspannung von 20000 V, einer Gitterspan- 
nung von 75%, einem Weichendraht von 0,02% und einer VerzOge- 
rungszeit von 220 ns gemessen. Dabei wird ein Massenf enster 
verwendet, das Massen zwischen 700 - 3500 Da berUcksichtigt . 
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Die erhaltenen Massenlisten fUr jeden Proteinspot werden in 
eine Datenabfrage eingesetzt. Verwendet werden dabei drei 
verschiedene Programme: Mascot, MSFit und Profound. 

Proteinspots, bei denen trotz eines guten Massen-Fingerprints 
keine Datenbank-Identif izierung mOglich ist, werden mit ESI- 
Massenspektrometrie zur Generierung von Aminosauresequenzin- 
formation eingesetzt. 

Nach der Hydrolyse wird der Hydrolyseansatz dafur mit 15 pi 
0,2% (v/v) AmeisensSure angesfiuert und 30 min unter Schiatteln 
inkubiert, ZipTip-C18-Pipettenspitzen (MilliPore) werden 
wahrenddessen dreimal mit je 10 pi 50% (v/v) Acetonitril 
rehydratisiert und anschlieBend durch dreimal Waschen mit je 
10 pi 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure equilibriert . Das Auftra- 
gen der Probe erfolgt durch sieben- bis zehnmaliges Aufziehen 
des Oberstandes des Hydrolyseansatzes. Gewaschen werden die 
ZipTips dann mit 10 pi 0,1% (v/v) Trif luoressigsaure, an- 
schlieBend wird durch zweimaliges Waschen mit 0,1% (v/v) 
AmeisensSure umgepuffert und dann die Peptide durch funf- bis 
siebenmaliges Aufziehen von 2 pi 50% (v/v) Methanol eluiert. 

Die erhaltenen Peptidgemische k5nnen entweder direkt oder 
mittels Liquid-Chromatographie (LC) gekoppelt mit ESI- 
Massenspektrometrie analysiert werden. 

Far eine Direktmessung wird 1 pi der eluierten Probe in eine 
Hohlnadel (Protana) geftillt. Dabei wird zunachst ein Ober- 
sichtsspektrum mit einer lonensprayspannung von 850 - 1000 V, 
einem Vorhanggasdruck von 20 psi, einem ,,Declustering^^- 
Potential von 40 - 50 V, einem Fokussierungspotential von 245 
V und der Spannung an der Mehrkanalplatte von 2000 2100 V im 
^Positive Mode^' gemessen. Der Scanbereich liegt dabei bei 100 
- 1600 Oder 410 - 1600 Th, Die im Spektrum detektierten Pepti- 
de werden einer stoBinduzierten Fragment ierung unterworfen. 
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Dazu warden Produktionenspektren von jedem Peptid bei einer 
lonensprayspannung von 850 ~ 1000 V, einem Vorhanggasdruck von 
20 - 40 psi, einem ^,Declustering^^-Potential von 4 0 - 50 V, 
einem Fokussierungspotential von 24 5 V, einer Quadrupolauf 15- 
sung 0,7 - 1,0 amu, einer Kollisionenergie von 15 - 50 V und 
einer Spannung an der Mehrkanalplatte von 2100 - 2400 V aufge- 
nonimen, Der Scanbereich betragt dabei 50 - 1600 Th. 

Bel der Kopplung der nanoHPLC an das ESI-Massenspektrometer 
wird zunSchst die Reversed phase (RP)-Vorsaule mit-2 pi Probe 
bei einem Fluss von 20 pl/min 0,1 % (v/v) Trif luoressigsSure 
beladen. Die chromatographische Trennung der Peptide erfolgt 
tlber eine RP-C18-Saule (LC Packings) mit einem Gradienten Uber 
35 min von den Anf angsbedingungen (0,05 % (v/v) Ameisens^ure, 
10 % (v/v) Acetonitril) bis zu den Endbedingungen (0,05 % 
(v/v) AmeisensSure, 76 % (v/v) Acetonitril) . Die Kopplung der 
HPLC mit dem Massenspektrometer erfolgt aber eine Hohlnadel 
(New Objective) . Die Einstellungen des Massenspektrometers 
werden so gewahlt, dass wfihrend des LC-Laufes zwei Experimente 
durchgefUhrt werden kGnnen. Aulier der lonensprayspannung (1800 
- 2200 V) entsprechen die dabei eingestellten Parameter den 
bereits oben auf gefiihrten . Es werden sowohl Obersichtsspektren 
als auch Produktionenspektren abwechselnd wfihrend des Laufes 
aufgenommen. Die Einstellungen sind bei den Produktio- 
nenspektren so gewahlt, dass die beiden intensivsten Signale 
des Obersichtsspektrums, die 2fach, 3fach oder 4fach geladen 
und deren Intensitat grofter als 10 cps sind, anschlieBend iiber 
eine stoliinduzierte Fragmentierung analysiert werden. Der 
Scanbereich liegt dabei von 450 - 1600 Th* Die Auswertung der 
erhaltenen Spektren erfolgt in drei Stufen: 

A) Die Produktionenspektren, die Inf ormationen Ober die 
AminosMuresequenz dies korrespondierenden Peptides enthalten, 
werden zunSchst mit Hilfe des Sof twareprograrames MASCOT (Mat- 



PCT/EP2003/009968 

32 



rix Sciences) vollstandig mit offentlichen Datenbanken abge- 
glichen. Kann dabei keine Zuordnung des Peptides zu einem 
Protein erfolgen, werden 

B) die Produktionenspektren mit einem Sof tewaretool des 
Gerateherstellers zunSchst automatisch sequenziert. Die so 
erhaltenen 7\minosauresequenzen wurden nach Shevchenko et al. 
Uber MSBlast mit den Offentlichen Datenbanken verglichen, 
Konnte das Protein nicht identif iziert werden, wurden 

C) die Produktionenspektren manuell ausgewertet und die 
erhaltenen AminosSuresequenzen mittels Blast Oder FASTA mit 
den Gffentlichen Datenbanken verglichen, 

Nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren kttnnen gezielt 
BHS-spezif ische Proteine oder auch Fragmente davon in Hirnka- 
pillar-Endothelzellen identif iziert werden. Die vorstehende 
Beschreibung erlaubt natUrlich Routinevariationen, die einem 
Fachmann of f ensichtlich sind. Beispielsweise k5nnen folgende 
Verfahrensschritte variiert werden: 

Als Aufschluss verfahren kennen auch andere dem Fachmann 
bekannte Verfahren zur Gewinnung der Proteine verwendet 
werden, die in der Standardliteratur beschrieben sind 
(z,B- ,,2D-Proteome Analysis Protocols^') 

FUr die isoelektrische Fokussierung k5nnen natOrlich 
entsprechende Fokussierungsgele von anderen Herstellern 
eingesetzt werden. Auch verschiedene LSngen und pH- 
Gradienten k5nnen eingesetzt werden. 

FQr die Trennung in der zweiten Dimension kfinnen natttr- 
lich entsprechende Gelsysteme anderer Hersteller verwen- 
det werden. Auch ist die Verwendung weiterer Gelgr5fien 
mdglich. 
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Standardm^Big kdnnen auch andere dem Fachmann bekannte 
Proteasen zur Herstellung des Peptidmusters verwendet 
werden. 

Zur Bestimmung der Peptiditiassen und de novo AminosSurese- 
quenzen k5nnen auch Massenspektrometer anderer Bauart und 
anderer Hersteller verwendet warden, 

Zur Bestimmung der Peptidmassen und der de novo AminosSu- 
resequenzierung kdnnen die massenspektrometrischen Bedin- 
gungen sowohl apparativ als auch funktionell entsprechend 
der Probe variiert werden. 

Western-Blot der Proteine 

ZunSichst wurden die Proteine wie vorstehend beschrieben auf 
12,5%igen Polyacrylamidgelen getrennt und anschlieBend auf 
Nitrocellulosemembran tibertragen. 

Dazu wurden sieben Whatman-Papiere (Schleicher & SchUll) auf 
TrenngelgrOBe zugeschnitten und jeweils mit verscheidenen 
Puffern getrSnkt. 

Zwei Papiere in Anodenpuffer I (300 toM Tris-Base, 20% (v/v) 
Methanol) wurden luf tblasenf rei auf die Anoden der Blot- 
Apparatur (BioRad) gelegt, danach folgten zwei Papiere in 
Anodenpuffer II (25 mM Tris-Base, 20% (v/v) Methanol). Die 
ebenfalls in Anodenpuffer II getr^nkte Nitrocellulosemembran 
wurde aufgelegt, dann folgte das Polyacrylamidgel . Abschlie- 
Bend wurden noch drei Papiere in Kathodenpuf f er (25 raM Tris, 
40 mM AminocapronsSure, 0^1% (w/v) SDS, 20% Methanol) getrankt 
und aufgelegt. Die Apparatur wurde geschlossen und der Trans- 
fer der Proteine erfolgte ftir eine Stunde bei maximal 25 V und 
2,5 mA/cm2 q^i^ 
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Danach erfolgte eine immunchemische Farbung der Proteine mit 
polyklonalen Antiseren aus Kaninchen^ 

Dazu wurden die Meinbranen in TBST-Puffer (10 inM Tris-Base, 
150 inM Natriiamchlorid, 0,05% (v/v) Tween 20; pH 8,0) gewaschen 
und anschlieUend 30 min mit Blotto (10 itiM Tris-Base, 150 itiM 
Natriumchlorid, 0,05% (v/v) Tween 20, 5% (w/v) Magermilchpul- 
ver; pH 8,0) freie Bindungspiatze abgesSttigt. Die Inkubation 
mit dem 1. Antik5rper erfolgte fUr 2 h bei RT in TBST-Puffer 
[Anti-EMP1-Antik5rper (Kaninchen) 1:4000; Anti-TKA-1- 
Antikarper (Kaninchen) 1:4000], danach wurde dreimal mit TBST- 
Puffer gewaschen- Die Detektion der gebundenen Antik5rper 
erfolgte durch Inkubation mit einem mit Alkalischer Phosphata- 
se konjugierten Zweitantik^rper 1 h bei RT in TBST-Puffer 
[Anti-Kaninchen-IgG-Antik5rper (Ziege) 1:5000]. Nach zweimali- 
gem Waschen mit TBST-Puffer, wurde die Membran durch Inkubati- 
on mit AP-Puffer (100 mM Tris-Base, 100 mM Natriumchlorid, 
5 mM Magnesiumchlorid; pH 9,5) auf einen alkalischen pH-Wert 
umgepuffert, Als Substrate far die Farbreaktion wurden 0,016% 
(w/v) Nitrotetrazolium-Blue-chlorid und 0,033% (w/v) 5-Brom-4- 
chlor-3-indolylphosphat-Dinatriumsalz in AP-Puffer verwendet. 

Im Folgenden wird nun die Identif izierung BHS-spezif ischer 
Proteine oder Fragmente davon in Hirnkapillar-Endothelzellen 
Uber den Genomics-Ansatz beschrieben. 

IdenU.£lzierung BHS-spezl£l8dher Transkrxpte diirdh cDlA- 
Subtraktlon 

Die gezielte Identif izierung zell- oder gewebespezif ischer 
Proteine erfolgt durch dif f erentielle Verfahren. Dies kann auf 
Proteinebene durch den Vergleich von 2D-Gelen von Aufschlttssen 
verschiedener Gewebe bzw. Zellen und durch anschlielJende 
Ermittlung der fUr ein Gewebe bzw. einen Zelltyp spezifischen 
Proteine erfolgen. Um von den physikalischen Eigenschaf ten von 
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Proteinen (Gr5Be^ LGslichkeit) unabh^ngig zu sein, konnen zur 
Identifizierung spezifischer Proteine auch dif f erentielle 
Verfahren auf Transkriptebene durchgef iihrt warden. Solche 
subtraktiven RNA-Techniken haben zusatzlich den Vorteil, 
weniger Gewebe bzw. Zellmaterial zu ben5tigen. 

Zur Identifizierung BHS-spezif ischer Proteine ist die Verwen- 
dung frisch isolierter BMEC als Ausgangsmaterial entscheidend. 
Bisher beschriebene Verfahren beruhten bestenfalls auf der 
Subtraktion von RNA aus Hirnkapillaren gegen RNA aus Niere (Li 
et al-, 2001). Problematisch hierbei ist, dass Hirnkapillaren 
neben BMEC auch andere Zelltypen, wie Perizyten und Astrozy- 
ten, enthalten* Weiterhiii ist das Subtraktionsgewebe Niere 
sehr heterogen, da es aus verschiedenen Zelltypen besteht, von 
denen Endothelzellen nur einen kleinen Teil ausmachen. Erfin- 
dungsgemaiS ist ein Subtraktionsgewebe zu verwenden, das eine 
gezielte Identif ikation von Transkripten bzw. Proteinen er- 
laubt, die spezifisch fiir die Blut-Hirn-Schranke sind. Grund- 
satzlich k^3nnen beliebige Endothelzellen als Vergleichsgewebe 
verwendet werden, beispielsweise makro- und microvaskulSre 
Endothelzellen des gleichen Gewebes oder auch Endothelzellen 
aus anderen Organen, z.B. Herz, Lunge, Niere, Leber, Aorta 
etc. Es k5nnen auch aus Kultur gewonnene dedif ferenzierte BMEC 
verwendet werden. Es ist jedoch bevorzugt ein anderer Endo- 
thelzelltyp als Vergleichsgewebe gegen Hirnkapillar- 
Endothelzellen zu verwenden. Bevorzugt werden Endothelzellen 
aus Aorta verwendet, die keine Barrierefunktion aufweisen. 
Dies hat zusMtzlich den Vorteil, dass MikrogefSfie gegen Makro- 
gefaiie verglichen werden k5nnen. Es kOnnen ferner auch andere 
mikrovasculare Endothelzellen benutzt werden. Ebenfalls geeig- 
net sind unter anderen Bedingungen kultivierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen als Vergleichsgewebe, z.B. unter anderen Bedin- 
gungen bzgl. pH-Wert, Wachstumsmatrix, Wachstumsf aktoren (z.B. 
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Zytokine etc.)- Aus den bekannten Eigenschaften der Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen gegenttber den jeweiligen Vergleichsgewebe 
ergibt sich dp.e physiologische Bedeutung der identif izierten 
Targets. Erf indungsgemafi bevorzugt werden zwei definierte 
Zelltypen verwendet: Frisch isolierte BMEC als der Zelltyp mit 
Schrankenfunktion und Endothelzellen aus Aorta, die also wie 
BMEC auch Endothelzellen sind, jedoch keine Schrankenfunktion 
aufweisen, Dieser Ansatz erlaubt viel gezielter Transkripte 
bzw, Proteine zu identif izieren, die zur Ausbildung der Blut- 
Hirn-Schranke beitragen, 

Herstellung der subtrak^ven dDHH-Bank 

Gesamt-RNA wird aus den Zellen mit Trizol (Invitrogen) nach 
den Herstellerangaben isoliert. Die Gesamt-RNA wird anschlie- 
Bend auf einem denaturierenden Agarosegel auf ihre Intaktheit 
Uberprttft. Zur RNA-Isolierung werden 100 mg Gewebe bzw. 10 cm^ 
konfluent gewachsene Zellen in je 1 ml Trizol mechanisch 
homogenisiert und das Homogenat anschlieliend 5 min bei RT 
inkubiert- Danach werden 0,2 ml Chloroform / 1 ml Trizol 
(Invitrogen) gegeben, 15 sec durch vortexen gemischt and 3 min 
bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung wird 15 miri bei 4 ^'C und 
12.000 X g zentrifugiert und im Anschluss daran die obere, 
wassrige Phase in ein frisches Gefafi liberfUhrt. Hierzu wird 
0,5 ml Isopropanol / 1 ml Trizol gegeben, gemischt und 10 min 
bei RT inkubiert. Die RNA wird durch 10 min Zentrifugation bei 
4 '^C und 12.000 x g sedimentiert , zweimal mit 75 % EtOH 
gewaschen, an der Luft getrocknet und in DEPC-behandeltem 
Wasser gelSst. Die Konzentration wird spektralphotometrisch 
bestimmt und die Qualitat in einem denaturierenden Agarosegel 
UberprOf t . 



Ausgehend von Gesamt-RNA wird die mRNA mit Hilfe von Dynabeads 
(Dynal) nach den Herstellerangaben angereichert. 
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mRNA-Anreicherung ; 75" pg Gesamt-RNA wird 2 min bei 65 'C 
denaturiert, sofort zu 200 pi Dynabeads 01igo(dT)25 (Dynal) in 
zweifach Bindepuffer gegeben und 5 min unter Mischen inku- 
biert. Der Oberstand der magnet i.schen Seperation wird verwor- 
fen und die Dynabeads zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Die 
polyA*-RNA wird schlieBlich mit 20 pi 10 inM Tris-HCl pH 7,5 
fiir 2 min bei 85 °C eluiert. 

Die Herstellung der subtraktiven cDNA-Bank kann mit handelstib- 
lichen PGR Subtraktionskits durchgeftihrt werden. Beispielswei- 
se kann der PCR-Select cDNA Subtraction Kit der Firma Clontech 
nach den Herstellerangaben verwendet werden. 

Hierzu werden jeweils 2 pg mRNA aus BMEC (Tester) und AOEC 
(Driver) ausgehend von einem Oligo(dT) -Adapterprimer mit dem 
Enzym AMV Reverse Transkriptase in einzelstrSngige cDNA umge- 
schrieben. Direkt im Anschluss daran wird die Zweitstrangsyn- 
these mit einem Enzymgemisch (DNA Polymerase I, RNase H und 
DNA Ligase) far zwei Stunden bei 16'C und mit anschlieBender 
Zugabe von T4 DNA Polymerase und weiterer Inkubation bei 16°C 
far 30 Minuten durchgef ahrt . Die so hergestellte doppelstran- 
gige cDNA wird durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol- 
Failung gereinigt. 

Zur Einfahrung geeigneter Enden far die spStere Adapterligati- 
on sowie zur Erzeugung einer einheitlicheren Grofienverteilung 
der cDNA-Fragmente erfolgt nun eine Restriktion mit Rsa I. Die 
so hergestellten doppelstrSngigen cDNA-Fragmente werden durch 
Phenol/Chloroform-Extraktion und. Ethanol-FSllung gereinigt. 
Die Produkte der cDNA-Synthesen sowie der Restriktionen werden 
gelelektrophoretisch auf Reinheit aberprttft. 



Far die spStere Amplif ikation durch PGR werden nun die Adapto- 
ren 1 und 2R aber die Rsa I-Enden an die Tester-cDNA mit dem 
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Enzym T4 DNA Ligase angehangt. Die Ligation wird mittels PGR 
flberprtif t . 

Die eigentliche Subtraktion erfolgt durch zwei Hybridisierun- 
gen. FUr die erste Hybridisierung wird in einem Ansatz cDNA 
aus BMEC -Adapter 1 mit AOEC cDNA hybridisiert, in einem ande- 
ren Ansatz cDNA aus BMEC -Adapter 2R mit AOEC cDNA. In der 
zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansfitze aus der 
ersten Hybridisierung vereinigt and mit frisch denaturierter 
cDNA aus AOEC hybridisiert . 

Die Produkte aus der Hybridisierung werden schlieBlich als 
Matrize (Template) in eine erste PCR-Reaktion eingesetzt; als 
Primer dient hier ein Oligonukleotid aus dem gemeinsamen 
Bereich der beiden Adaptoren 1 und 2R. 

Das Produktgemisch dieser ersten PCR wurde nun als Matrize in 
eine verschachtelte PCR (nested PCR) eingesetzt, wobei die 
beiden ineinander angeordneten Primer jeweils aus dem einzig- 
artigen Bereich der beiden Adaptoren 1 und 2R stanunen. Diese 
zweite PCR erh<Jht die Spezifitat. 

Die Effizienz der Subtraktion wurde durch vergleichende PCR an 
einem Haushalts-Gen (GAPDH) Qberprttft: Mit der cDNA aus der 
Subtraktion kann im Vergleich zu den beiden nicht subtrahier- 
ten cDNAs aus BMEC und AOEC erst nach signifikant mehr PCR- 
Zyklen eine Produktbildung erfolgen. GAPDH wird als typisches 
Haushaltsgen in alien Geweben und Zelltypen in vergleichbarer 
Starke exprimiert. Es sollte deshalb bei einer subtraktiven 
Hybridisierung nicht wie dif ferentiell exprimierte- Gene ange- 
reichert werden, sondern die Trans kriptraenge sollte in den 
subtrahierten cDNAs (sowohl forward als auch reverse subtrac- 
tion) im Vergleich zu den cDNAs aus BMEC bzw. AOEC vor der 
Subtraktion stark abnehmen. Experimentell wird dies bestatigt, 
indem die beiden cDNAs vor der Subtraktion bzw. die jeweils 
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subtrahierten cDNAs in eine PGR mit GAPDH-spezif ischen Primern 
eingesetzt warden. Da mit den subtrahierten cDNAs eine erste 
Produktbildung erst nach zusatzlichen 16 Zyklen im Vergleich 
zu den beiden nicht subtrahierten cDNAs erzielt wird, findet 
folglich durch die Hybridisierung eine Anreicherung um mindes- 
tens den Faktor 50.000 statt, Diese Anreicherung erm5glicht 
die gezielte Identif izierung BHS-spezif ischer Transkripte und 
stellt auch bereits eine erste Validierung der isolierten 
Sequenzen dar. 

Die Produkte der zweiten PGR werden in den Vektor pT-Adv 
(Clontech) kloniert und in TOPIOF' (Glontech) chemokompetente 
E.colx transformiert- Die Produkte der zweiten PGR werden in 
den Plasmid-Vektor pT-Adv (Glontech) kloniert, Dieser Vektor 
besitzt an den 5'Enden Uberstehende dT-Reste, die zu den 3' 
dA-Resten kompatibel sind, die z,B. durch Taq DNA- Polymerase 
an PGR-Produkte angeh^ngt werden. Dieses bzw. vergleichbare 
Systeme erlauben die direkte Klonierung von PGR-Produkten mit 
hoher Effizienz. Die Transformation erfolgt in chemokompetente 
E. coll TOPIOF' (Clontech) wie in der Literatur beschrieben 
(Sambrook et al., 1989). 

Dlfferentielle Hybridisierung 

Klone aus der subtraktiven cDNA-Bank werden durch differen- 
tielle Hybridisierung beztlglich ihrer Expression BMEC vs. AOEG 
verifiziert. Hierzu wird das PCR-Select Differential Screening 
Kit (Clontech) benutzt. Die reverse subtracted probe wurde mit 
dem PCR-Select cDNA Subtraction Kit der Firma Clontech nach 
Herstellerangaben wie oben beschrieben hergestellt, wobei BMEC 
als Driver und AOEC als Tester dient. 

Entsprechend den Herstellerangaben werden in Mikrotiterplatten 
mit 96 Kavitaten FlUssigkulturen der Klone angeimpft. Diese 
werden als Template zur Amplif izierung der Insertionen mit den 
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Primern Adaptor 1 und 2R eingesetzt, Der Rest der Fltissigkul- 
turen wird mit Glycerin versetzt und als Dauerkultur eingefro- 
ren. Die PCR-Produkte werden gelelektrophoretisch (iberprUft. 
Von Produkten, die grdfier als 200 bp waren, wird jeweils 1 pi 
auf 2wei identische HybondN-Membranen gespottet und auf diesen 
mit UV-Licht fixiert. Abweichend von den Herstellerangaben 
werden jeweils nur zwei Filter k 92 Klone hybridisiert ; ein 
Filter mit der forward subtracted probe, in der BMEC- 
spezifische Transkripte angereichert sind, und der andere 
Filter rait der reverse subtracted probe, in der AOEC- 
spezifische Transkripte angereichert sind, Auf die Hybridisie- 
rung zweier weiterer Filter mit cDNA aus BMEC bzw. AOEC wurde 
verzichtet, da hieraus keine relevante Zusatzinf ormation zu 
entnehmen ist, Statt dessen wird RNA aus BMEC und AOEC bei der 
spateren Verif izierung in Northern-Blot-Analysen bzw. RT-PCR- 
Experimenten zur Erstellung von Expressionsmustern eingesetzt. 
Pro Filter werden PCR-Produkte von 92 Klonen aus der subtrak- 
tiven cDNA-Bank sowie zwei Negativkontrollen des Herstellers 
aufgetragen. ZusSitzlich zu den Herstellerangaben wird je ein 
PCR-Produkt eines Haushaltsgens gespottet^ das in BMEC und 
AOEC gleich stark exprimiert wird^ sowie als Positivkontrolle 
ein PCR-Produkt zu einem BHS-Marker (Apolipoprotein Al) , der 
in BMEC starker exprimiert ist als in AOEC. 

Die Hybridisierungen werden wie vom Hersteller beschrieben mit 
Sonden gleicher Aktivitat bei 72°C mit .,ExpressHyb^^-L5sung 
(Clontech) durchgefahrt und die Filter anschlieflend stringent 
gewaschen. Es konnen tibliche Bedingungen der Stringenz verwen- 
det werden. GUnstigerweise werden die Filter 2 x 20 min bei 
eS'^C bis zu einer Stringenz von 0,2 x SSC/0,5% SDS gewaschen. 
Die SignalintensitSten werden durch Expositionen verschiedener 
Zeitdauer auf einem Film mit Hilfe eines Phosphoimagers (FLA- 
5000, Fuji) ermittelt. Klone, die ein ca. filnfmal stfirkeres 
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Signal in BMEC als in AOEC zeigten, werden als differential! 
exprimiert eingestuft und weiterverarbeitet . 

Von positiven Klonen werden aus der Dauerkultur FlUssigkultu- 
ren angeimpft und die Plasmid-DNA nach Standardmethoden (Birn- 
boim and Doly, 1979) mit Hilfe von Qiagen-saulen isoliert. Die 
Insertionen der Plasmide werden mit Universalprimern und 
gegebenenfalls zusStzlichen genspezif ischen Priinern sequen- 
ziert, Datenbanken werden mit den erhaltenen DNA-Sequenzen mit 
Hilfe der Algorithmen BLAST 

(http:/ /www •ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) und FASTA 
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33) auf Homologien durchsucht. 

Weitere Verxfizxerung BBS-spesifxsoher Vranskripte : Eaqpressl- 
onsiiKaster 

Von den interessierenden positiven Klonen werden Expressions- 
muster in BMEC, AOEC und neun weiteren Geweben erstellt. Dies 
erfolgt durch RT-PCR und/oder Northern-Blot-Analysen. • 

Ftir RT-PCR Experimente werden cDNAs ausgehend von Gesamt-RNA 
durch random priming hergestellt. Alle benutzten Enzyme sowie 
die random Hexamere staimnen von Invitrogen. Hierzu werden 
jeweils 10 pg Gesamt-RNA in 40 pi Nuklease-f reiem Wasser mit 
5 pi DNase I lOx Puffer sowie 5 pi DNase I versetzt und 15 
Minuten bei 25**C inkubiert. Anschliefiend werden 5 pi 25 mM 
EDTA zugegeben und das Enzym fttr 15 Minuten bei 65**C hitzede- 
aktiviert. Von dem Ansatz werden 25 pi entnommen, mit Nuklea- 
se-freiem Wasser auf 100 pi aufgefailt und als -RT Kontrolle 
bei -80 •'C gelagert. Zu den restlichen 25 pi Gesamt-RNA aus dem 
DNase I-Verdau werden 8 pi randojn priiner (100 ng/pl), 3 pi 
dNTP-Mix (je 10 mM) und 2 pi Nuklease-f reies Wasser gegeben. 
Nun werden far 5. Minuten bei 65 "^C die RNA SekundSrstrukturen 
aufgelSst und die Probe anschliefiend sofort auf Eis gestellt. 
Es werden 10 pi 5x Jst strand buffer^ 6 pi DTT (100 mM) und 
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3 ]il RNaseOUT zugegeben, 10 Minuten bei 25*'C zur Primeranlage- 
rung inkubiert und anschliefiend 2 Minuten auf 42 °C temperiert. 
Nun werden 3 ^1 Superscript II Reverse Transcriptase zugegeben 
und 50 Minuten bei 42^*0 inkubiert- Danach wird das Enzym 15 
Minuten bei 70^*0 hitzedeaktiviert . Urn die Gesamt-RNA von der 
cDNA abzubauen, werden 3 jil RNase H zugegeben und 20 Minuten 
bei 37*^0 inkubiert, Abschlieliend wird mit Nuklease-freiem 
Wasser auf 100 }il aufgefullt und die cDNA bei -80**C gelagert* 
Die Qualitat der cDNAs wird durch PGR itiit Primern fUr ein 
Haushaltsgen (GAPDH) bzw. ftir die 185 rRNA tiberprUft. Hierbei 
ist 2u erwarten, dass jeweils vergleichbare Produktmengen mit 
den cDNAs aus den verschiedenen Geweben bzw, Zellen entstehen. 
Die so hergestellten cDNAs werden jeweils zur Erstellung von 
Express ionsmus tern fUr die zu untersuchenden Trans kripte 
eingesetzt . 

Fur Northern-Blot-Analysen zur Erstellung von Express ionsmus- 
tern wird Gesamt-RNA aus den Zellen bzw. Geweben in denaturie- 
renden Gelen nach GroBe getrennt, auf eine Nylon-Membran 
iibertragen und dort mit radioaktiv markierten, genspezif ischen 
Sonden hybridisiert . 6, 0 g Agarose wird unter Erhitzen in 
290 ml DEPC-behandeltem Wasser gelost. Danach wird im Wasser- 
bad auf 60°C abgekUhlt und 40 ml lOx MOPS-Puffer (200 mM MOPS, 
50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA) sowie 70 ml Formaldehyd 
zugegeben. Schliefilich wird ein Maxigel mit einem groBen 
Taschenformer (12 Spuren) im Abzug gegossen und dort erstarren 
lassen. Jeweils 15 pg Gesamt-RNA in 10 pi werden mit 40 pi 
Probenpuffer (500 pi deionisiertes Formamid, 160 pi Formalde- 
hyd, 100 pi lOx MOPS, 240 pi DEPC-behandeltes Wasser) far 15 
Minuten bei 65 ''C denaturiert und anschlieBend auf Eis tiber- 
fUhrt. Nun werden 10 pi Beladungspuf f er (500 pi Glycerin, 2 pi 
500 mM EDTA, 25 pi 10% Bromphenolblau, 473 pi DEPC-behandeltes 
Wasser) zugegeben und die Probe auf das mit Ix MOPS-Puffer 
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uberschichtete Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wird fUr 3- 
4 h bei 250 V durchgefUhrt . Danach wird das Gel erst 10 Minu- 
ten in Wasser geschwenkt, anschliefiend 30 Minuten in lOx SSC. 
Ein auf GelgrOlie zugeschnittener Hybond XL-Filter wird 15 
Minuten in lOx SSC geschwenkt. 

Aufbau des Blots (von unten nach oben) : SalzbrOcke (taucht in 
Puffer reservoir mit lOx SSC ein) , Gel, Filter, 5 3MM (vorher 
in lOx SSC eingelegt) , ca. 7 cm grQne TUcher (Zellstof f tU- 
cher) , Glasplatte, Gewicht von ca. 0,5 kg. Das Blotting er- 
folgt fur 16-20 h. Danach wird der Blot abgebaut und der 
Hybond XL- Filter fQr 10 Minuten in 2x SSC gewaschen. Die RNA 
wird nun in einem UV-Crosslinker mit 70.000 pJ/cm* auf dem 
Hybond Filter fixiert. Danach wird der Filter 1 Minute in 
Farbel5sung (300 mg Methylenblau in 1 L 0,3 M Na-Acetat) 
gefSrbt, urn die RNA sichtbar zu machen und danach zum Entfar- 
ben des Hintergrunds 2 Minuten mit Wasser gewaschen. Die 
gefSrbten Filter werden photographisch dokumentiert . Anschlie- 
fiend wird der Filter zwischen 3MM-Papier getrocknet, in Saran 
Wrap eingepackt und bei -20 ""C gelagert. 

Die Hybridisierungen erfolgen mit radioaktiv markierten cDNA- 
Sonden (Rediprime II, Amersham) , die aber ProbeQuant G-50 
Saulen (Amersham) gereinigt wurden, unter Benutzung von Ex- 
pressHyb L5sung (Clontech) nach den Herstellerangaben. Nach 
einer ersten OberprUfung der Hybridisierung mit Hilfe des 
Phosphoimagers FLA-5000 (Fuji) werden Autoradiogramme auf 
Biomax MS-Filmen (Kodak) angefertigt. 

Vervollst&ncLLguxig von oDNA-Sequenzen 

Zu interessierenden BHS-spezifischen Klonen aus der subtrakti- 
ven cDNA-Bank werden die vollstSndigen cDNA-Sequenzen durch 
Durchmusterung von verschiedenen cDNA-Banken und RACE-PCR 
Experimente ermittelt . 
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Eine cDNA-Bank wird aus BMEC von Schwein mit dem SMART cDNA 
Library Construction Kit (Clontech) ixn Vektor XTriplEx2 nach 
den Herstellerangaben angelegt- Hierzu wird zuerst wie oben 
beschrieben Gesamt-RNA mit Trizol (Invitrogen) isoliert und 
daraus polyA*-RNA mit Hilfe von Dynabeads (Dynal) angereichert • 
Zur Herstellung der Bank werden 2 pg polyA*-RNA aus BMEC einge- 
setzt. AbschlieBend werden die Ligationen in vitro mit dem 
Phagenextrakt Gigapack III Gold (Stratagene) nach den Herstel- 
lerangaben verpackt. Die Anzahl unabhSngiger Phagen der cDNA- 
Bank aus BMEC betrfigt 1,3 Millionen pfu, von denen mehr als 
99% bei DurchfUhrung eines Blau/WeiB-Tests (vgl. Sambrook et 
al., 1989) rekombinant waren. Mindestens die HSlfte der In- 
serts hat eine GroJie von mehr als 1 kb. Nach Amplif ikation der 
kompletten Bank betrSgt der Titer ca. 2 x 10^^ pfu/ml bei einem 
Gesamtvolumen von ca. 150 ml. Dieses Phagenlysat wird auf 7 
(v/v) % DMSO eingestellt und bei -80 ^'C gelagert. Die beschrie- 
bene Phagenbank wird in eine Plasmidbank nach Herstelleranga- 
ben (Clontech ClonCaptare cDNA Selection Kit) konvertiert, 
indem E.coli BM25.8 mit 2 Millionen pfu der Phagenbank infi- 
ziert wurden. Dieser Bakterienstamm exprimiert Cre- 
Rekombinase, welche die loxP-Stellen in dem Vektor XTriplEx2 
erkennt und so die Konvertierung erm6glicht. Die Umwandlung 
der lamda-Phagen in Plasraide erfolgt hierbei durch in vivo- 
Exzision und anschlieBende Zirkularisierung des vollstSndigen 
Plasmids. Die erhaltenen Plasmide werden dann stabil in E. 
coli weitergegeben. Die PlasmidprSparation erfolgt von Plat- 
tenkulturen infizierter BM25.8 mit dem NucleoBond Plasmid Kit 
(Clontech) . 

Zur Durchmusterung von cDNA-Plasmidbanken mit ClonCapture 
werden biotinylierte cDNA-Sonden eingesetzt. Diese bilden in 
einer RecA-vermittelten Reaktion DNA-Triplexstrukturen mit 
homologen Sequenzen der Plasmidinsertionen. Die so selektier- 
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ten Plasmide kdnnen Uber an magnetische Kagelchen gekoppeltes 
Streptavidin isoliert und in eine Transformation eingesetzt 
werden* Klone aus einer solchen Anreicherung werden dann durch 
Koloniehybridisierung durchmustert, von daraus resultierenden 
positiven Klonen wird die Plasmid-DNA isoliert und sequen- 
ziert . 

Die Isolierung positiver Klone durch ClonCapture wird genau 
nach Herstellerangaben (Clontech) durchgeftihrt . Zur Sondenher- 
stellung wurde zuerst eine PGR mit genspezif ischen Primern an 
einem geeigneten Plasmid optimiert, so dass nur ein Produkt 
entstand. Hierzu werden die Primer so gestaltet, dass sie 
maximal urn I'^C voneinander abweichende Schmelztemperaturen 
haben sowie keine Primerdimere und keine stabilen Loops aus- 
bilden. Die Ajineaiing-Temperatur wird mit 2-5 "^C unter der nach 
der Formal = [ (G+C) x 4 ] + [ (A + T) x 2] berechneten 
Schmelztemperatur relativ hoch gewShlt. Dies ftihrt zu spezifi- 
scher Produktbildung, was sich bei der Kontrolle durch Gele- 
lektrophorese in nur einer Bande SuBert. Von diesem Produkt 
wird mit einer sterilen Pasteur-Pipette ein StOck aus einem 
Agarosegel entnommen und in 200 pi steriles Wasser tiberfuhrt. 
Durch Verwirbeln und 30-miniitige Inkubation bei 70*C wird die 
DNA aus dem Gelstuck eluiert und dient als Matrize zur Sonden- 
herstellung, Mit dieser Matrize werden Kontrollreaktionen mit 
und ohne Biotin-21-dUTP durchgefUhrt und in einem Agarosegel 
analysiert, da Biotin die PGR inhibieren kann. Bei erfolgrei- 
cher Kontrollreaktion wird nun in einer prclparativen PGR die 
biotinylierte Sonde unter gleichzeitiger Zugabe von 10 pGi 
[a^2p]dCTP hergestellt. Nach 20 Zyklen werden 5 pi aus dem 
Ansatz auf einem Agarosegel UberprQft und eventuell noch 5 
weitere Zyklen angeschlossen. AnschlieBend wird das PGR- 
Produkt mit dem NucieoSpin Extraction Kit (Clontech) nach 
Herstellerangaben gereinigt und mit 35 jil Elutionspuf fer 
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eluiert. Hiervon werden 2 ]xl gelelektrophoretisch analysiert 
und das Produkt spektralphotometrisch quantif iziert • Zur 
OberprUf ung der Biotinylierung werden 2 \il des gereinigten 
PCR-Produktes zu 15 pi MagnetkUgelchen gegeben und das Pr^in- 
kubationssignal mit einem Geigerzahler ermittelt. Nach 30 
Minuten Inkubation unter leichtem Schlltteln werden die Magnet- 
kugelchen im Magneten abgetrennt und der Oberstand erneut mit 
dem Geigerzahler quantif iziert (Postinkubationssignal) . Bei 
erfolgreicher Biotinylierung ist das PrSinkubationssignal 2-4 
mal starker als das Postinkubationssignal. 

Fur das Capturing werden 50 (200 bp) - 100 (600 bp) ng bioti- 
nyliertes PCR-Produkt in Wasser 5 Minuten bei 100 ""C denatu- 
riert und danach sofort auf Eis Uberftihrt. Nun werden alle 
Komponenten auiier der Plasmid-DNA zugegeben, wobei 2 pg RecA- 
Protein pro 50 ng Sonde eingesetzt werden. Nach 15 Minuten 
Inkubation bei 37 °C wird 1 pg der Plasmid-Bank zugegeben und 
weitere 20 Minuten bei 37 ""C inkubiert. In der Zwischenzeit 
werden 15 pi Magnetkagelchen mit Heringssperma-DNA unspezi- 
fisch abgesattigt und ftlr die Reinigung des Capturings vorbe- 
reitet. Zum Capturing werden EcoR V geschnittene X-DNA gegeben 
und nach Zugabe von SDS ein Proteinase K-Verdau far 10 Minuten 
bei 37*^0 durchgef Uhrt . Diese Reaktion wird schlieBlich durch 
Zugabe von PMSF abgestoppt und der Capturingansatz wird Uber 
die Magnetkagelchen aufgereinigt . Die isolierten Plasmide 
werden mit 100 pi Elutionspuf f er eluiert, gef^llt und an- 
schliefiend in 10 pi Wasser gelOst. 

2 pi der aber ClonCapture angereicherten Plasmidbank werden in 
elektrokompetente E.coli DH5a trans formiert und auf LB-Amp 
Platten ausplattiert • Positive Klone werden durch Kolonie- 
hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden (gleiches 
Amplikon wie bei Biotinylierung) nach Standardverf ahren iden- 
tif iziert. Die so erhaltenen Klone werden durch Kolonie-PCR 
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welter verifiziert^ wozu ein Primer aus dem erwShnten Amplikon 
und ein weiterer, stromabwarts gelegener Primer benutzt wird. 
Es ist 2u vermeiden beide Primer aus dem Amplikon zu w^hlen, 
das als Sonde far ClonCapture benutzt wurde, urn bei der Kolo- 
5 nie-PCR [es wird ein PCR-Ansatz durchgef Uhrt , in den anstelle 
von DNA Bakterien aus einer einzelnen Kolonie gegeben werden] 
zu vermeiden, dass die Produktbildung nicht an den in den 
Bakterien enthaltenen Piasmiden, sondern durch kontaminierende 
Sonde erfolgt. Deshalb sollte mindestens 1 Primer auJierhalb 

10 des Amplikons liegen, am besten 3' dazu gelegen sein, da diese 
Sequenz sowohl bekannt ist als auch in alien positiven Klonen 
der cDNA-Bank enthalten ist. Von positiven Klonen wurde die 
Plasmid-DNA nach Standardverf ahren (Birnboim and Doly, 1979) 
mit Hilfe von Qiagen^saulen isoliert und nach dem Kettenab-- 

15 bruchverf ahren sequenziert (Sanger et al,, 1977), Zur Sequen- 
zierung kann der ,,ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit, Version 2.0^^ (Applied Biosystems) nach 
Herstellerangaben benutzt werden. Die Produkte der Sequenzier- 
reaktionen werden auf dem ,,ABI Prism 310 Genetic Analyzer'" 

20 (Applied Biosystems) analysiert. 

Die RACE-PCR (Frohman et al., 1988) dient zur Ermittlung 
unbekannter cDNA-Sequenzen ausgehend von einem bekannten 
Sequenzabschnitt durch cDNA-Synthese gefolgt von der Einftih- 
rung bekannter, synthetischer Enden zur Anlagerung des zweiten 
25 PCR-Primers , 

Die 5' RACE-PCR wird mit dem 5'RACE System for Rapid Amplifica- 
tion of cDNA EndSr Version 2.0 (Invitrogen) nach Herstelleran- 
gaben durchgefUhrt. Hierbei erfolgt zuerst eine cDNA- 
Erststrangsynthese mit einem genspezif ischen Primer (GSPl) und 
30 1 ug Gesamt-RNA aus BMEC. An das 3' Ende dieser cDNA wird nach 
Reinigung der cDNA ttber GlassMAX-Sfiulen in einem zweiten 
Schritt mit Hilfe des Enzyms Terminale Desoxynukleotidtransf e- 
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rase ein Oligo-dC-Schwanz angehangt. Die erste PGR erfolgt an 
5 ]xl getailter cDNA mit einem weiteren genspezif ischen Primer 
{GSP2) und dem abridged anchor primer, der sich an den Oligo- 
dC-Schwanz anlagert. Die Spezifitat der PGR wurde mit Hilfe 
einer zweiten, verschachtelten PGR erhdht^ die mit dem abrid- 
ged universal amplification primer und einem dritten genspezi- 
f ischen Primer (GSP3) an 5 pi 1: 100-verdtinntem PCR-Produkt aus 
der ersten PGR durchgefuhrt wird- Als Kontrolle dienen bei der 
zweiten PGR Ansatze mit jeweils nur einem Primer sowie eine 
Wasserkontrolle. Nach gelelektrophoretischer Analyse wird 
eventuell das Produkt der zweiten PGR kloniert, wozu eine 
Ligation mit dem pGEM-Teasy System II (Promega) und Transfor- 
mation in elektrokompetente DH5a durchgeftihrt wird. Die erhal- 
tenen Klone werden mit Hilfe von Kolonie-PGR untersucht, die 
Plasmid-DNA wird prSpariert und schliefiiich in an sich bekann- 
ter Weise sequenziert. 

Die 3'RAGE-PGR kann mit dem 3'RACE System for Rapid Amplifica- 
tion of cDNA Ends (Invitrogen) nach Herstellerangaben durchge- 
fuhrt werden. Bei der 3'RACE-PCR erfolgt die cDNA-Erststrang- 
synthese an 5 pg Gesamt-RNA aus BMEC mit dem Oligo-dT adapter 
primer. FUr die erste PGR werden 2 pi cDNA mit einem gen- 
spezif ischen Primer (GSPl) und dem abridged universal amplifi- 
cation primer eingesetzt. Eine semi-nested zweite PGR wird wie 
bei der 5 'RACE beschrieben mit einem genspezif ischen Primer 
{GSP2) und dem abridged universal amplification primer inklu- 
sive der Kontrollen durchgef Uhrt . Die Produkte werden wie 
beschrieben kloniert und sequenziert. 

Nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren kOnnen gezielt 
BHS-spezifische Proteine oder auch Fragmente davon in Hirnka- 
pillar-Endothelzellen identif iziert werden. Die vorstehende 
Beschreibung erlaubt natUrlich Routinevariationen, die einem 
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Fachmann of f ensichtlich sind. Beispielsweise kOnnen folgende 
Verfahrensschritte variiert werden: 

• Es kbnnen isolierte BMEC ausgesat werden und eine PrimSr- 
kultur anstelle der frischen BMECs als ,,Tester^^ bei der 
Subtraktion verwendet werden. 

• Es kann ein anderes Subtraktionsgewebe („Driver^')/ z.B, 
dedifferenzierte BMEC aus der Kultur (min* Passage 2) ge- 
wShlt werden, 

• RNA bzw. mFlNA konnen nach jeder anderen einem Fachmann 
bekannten Methode prapariert werden, mit der Mafigabe, dass 
die RNA intakt ist bzw. die xnRNA sich durch Reverse 
Transkription in cDNA umschreiben ISsst. 

• Die PCR-Produkte aus der Subtraktion k5nnen in jedes 
geeignete Vektorsystem kloniert werden, sowohl Ober Polyme- 
rase-bedingte 3' dA-Reste, als auch tiber glatte Enden oder 
nach Restriktion. Die Transformation kann in verschiedene 
E. coii-StSmme erfolgen, sowohl in chemisch- als auch in 
elektrokompetente Zellen, wie auf dem Fachgebiet gut be- 
kannt ist. 

• Der Schritt der dif f erentiellen Hybridisierung ist optio- 
nal, aber empf ehlenswert . Hierbei k5nnen auch andere geeig-* 
nete Membranen (z.B. positiv geladene oder ungeladene Ny- 
lon -Membranen) sowie andere HybridisierlGsungen benutzt 
werden. Stringentes Waschen der Membranen kann auch bei an- 
deren Temperaturen bzw. mit anderen L5sungen erreicht wer- 
den (z.B. niedrige Temperaturen und niedriger Salzgehalt 
bzw. h^here Temperatur und h5herer Salzgehalt, z.B. T=50- 
70''C, 0,5-0,05 X SSC/0,1% 5DS) . 
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• Expressionsmuster konnen auch durch quantitative PGR {real- 
time PGR) mit den entsprechenden cDNAs ermittelt werden, 
Zweckmaiiigerweise wird die quantitative PGR mit dem Opticon 
(MJ Research) durchgef ahrt . Zur DurchfOhrung der Reaktion 
wird das „QuantiTect SYBR Green PGR Kit'' von Qiagen be- 
nutzt, wobei PCR-Bedingungen wie vorstehend beschrieben 
verwendet werden, Zur Quantif izierung wird jeweils eine 
VerdUnnungsreihe aus BMEG cDNA hergestellt, die Angaben er- 
folgen in Picogramm eingesetzten RNA-Aquivalenten. Zur 
DurchfUhrung der relativen Quantif izierung werden jeweils 
die berechneten Mengen an Target durch die berechneten Men- 
gen an 18S rRNA geteilt. AbschlieBend wird eine Probe, z.B. 
BMEG, als 100 % gesetzt und alle anderen Proben darauf be- 
zogen. 

• Die cDNAs ke^nnen auch mit Hilfe anderer Systeme hergestellt 
werden. Northern-Blot Analysen k5nnen auch mit anderen ge- 
eigneten Sonden und Hybridisier-/Waschl6sungen durchgefQhrt 
werden. 

• cDNAs kttnnen auch durch database mining mit Hilfe bekann- 
ter, Uberlappender Sequenzen erweitert werden. Experiment 
tell k5nnen auch beliebige andere cDNA-Banken aus Zellen 
bzw. Geweben,. in denen das gesuchte Transkript vorkommt, 
mit verschiedenen Systemen durchmustert werden bzw. RNA aus 
Zellen bzw. Geweben, in denen das gesuchte Transkript vor- 
kommt, in die RACE-PCR eingesetzt werden {vgl. Sambrock, 
1989) . Fiir RACE-PGRs kCnnen beliebige andere, geeignete, 
einem Fachmann bekannte Systeme benutzt werden. 

Die mit diesem Verfahren identifizierten Proteine oder Frag- 
mente besitzen eine Spezifitat far die Blut-Hirn-Schranke und 
sind auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Die Kenntnis 
der Spezifitat eines Proteins oder Fragments davon fur die 
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Blut-Hirn-Schranke erlaubt nun die gezielte Auffindung der 
Funktion des Proteins, In der Regel erfolgt die Funktionser- 
* mittlung mittels Vergleich mit bekannten Sequenzdaten in 
verfagbaren Datenbanken, zum Beispiel unter Verwendung des 
BLAST-Algorithmus • Die Kenntnis der Spezifitat der identifi- 
zierten Proteine erlaubt ferner eine gezielte Modulation ihrer 
Expression in der Blut-Hirn-Schranke, wodurch pathologische 
Zustande gezielt therapiert werden k5nnen. 

So k5nnen Agonisten oder Antagonisten zu den jeweiligen BHS~ 
spezifischen Proteinen entwickelt werden, die selektiv deren 
Aktivitat modulieren. Die Expression solcher Proteine kann 
auch direkt moduliert werden, z.B. durch Gentransfer oder 
anti-sense RNA. FUr therapeutische kns&tze besonders attraktiv 
ist die Entwicklung ,,Trojanischer Pferde'' - Medikaraente, die 
an Molekvile gekoppelt sind, welche aktiv von identif izierten 
Transportern Uber die BHS transportiert werden. M5glich sind 
auch sogenannte pro drugs, Substanzen, die von BHS- 
spezifischen Enzymen in den Endothelzellen modifiziert werden 
und so ihre therapeutische Wirkung erlangen, 

BHS-spezifische Proteine erfullen vielfMltige Funktionen. Zum 
Beispiel dienen sie der NShrstof fversorgung (Beispiel Glucose- 
transporter GLUTl) Oder dienen als Kontaktproteine (z.B. ZO-1 
als tight junction-Protein) . Ferner besitzen sie enzymatische 
Aktivit^t (z.B. Glutamyltranspeptidase GGT) oder fungieren als 
Transportvehikel fUr AminosSuren, 

Expression BHS-spezif ischer Proteine bei Ischamie 

Das Expressionsverhalten der erf indungsgemSfi identif izierten 
BHS-spezif ischen Proteine bei Ischamie wurde untersucht. Dazu 
wurden die prSparierten Endothelzellen nach dem Waschen re- 
suspendiert und wie bei Franke et al. (2000) beschrieben in 
mit Kollagen beschichtete Zellkulturf laschen ausgesat. Die 
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Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37*^0 in COa-Inkubatoren 
mit einem konstanten C02--Gehalt von 5%. Nachdem die Zellen 
Konfluenz erreicht hatten, wurden sie durch eine Behandlung 
mit Trypsinlosung abgelost und in dafUr vorbereitete Trans- 
wellschalen (44 cm^. Corning) gesplittet. Nach 3 Tagen Kulti- 
vierung der Zellen unter den bereits beschriebenen Bedingungen 
wurde der Transwell-Ansatz in eine Schale umgesetzt, an deren 
Boden C6-Glioma-Zellen (handelsiiblich^ z.B. zu beziehen von 
der ATCC) gewachsen waren. Die zwei Zelltypen wurden zwei Tage 
in Kokultur unter Zusatz von Hydrocortison weiterkultiviert . 
FUr das Experiment zur Expression unter Isch&nie wurde ein 
Mediumwechsel vorgenommen. Das neue Medium wurde vorher mit 
0,2% O2, 94,2% N2 und 5% CO2 begast und enthielt keine Glukose. 
Anschliefiend wurden die Zellen fUr 24 h bei ST^'C in CO2- 
Inkubatoren mit 0,2% O2, 94,2% N2 und 5% CO2 aufbewahrt. Bei der 
Kontrolle wurde ebenfalls ein Mediumwechsel vorgenonmien . Das 
Medium wurde vorher mit 21% O2, 74% N2 und 5% CO2 begast und 
enthielt Glukose • Die Zellen wurden ftir 24 h unter diesen 
Bedingungen weiterkultiviert. Danach wurde die Expression des 
jeweiligen Proteins quantitativ - wie vorstehend beschrieben - 
bestimmt . 

Mit dem erf indungsgem^ften Verfahren wurden nun die folgenden 
Proteine an der Blut-Hirn-Schranke identif iziert . 

Belsplel 1: Xdez&1:l£lzlerung von S129 » XTM2A 

Frisch aus dem Gehirn von Schweinen wie vorstehend beschrieben 
isolierte und gereinigte BMEC wurden in M199-Medium (Sigma) 
mit 10 (v/v) % Ochsen-Serum (PAA) auf Kollagen G (Biochrom) 
kultiviert und durch Trypsinieren passagiert. Aus kultivierten 
BMEC wurden von der Primer kultur (PO) sowie von den Passagen 
1-3 (Pl-3) aus jeweils einer T75 Zellkulturf lasche Gesamt-RNA 
wie oben beschrieben isolierte Hieraus wurde wie bereits 
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beschrieben cDNA hergestellt und auf ihre Qualitat untersucht, 
Expressionsmuster wurden mit den jeweiligen genspezif ischen 
Primern vergleichend zwischen frischen BMEC und PO-3 erstellt, 
jeweils unter Bezug auf GAFDH bzw. IBS rRNA. Es wurden die in 
diesem und in den folgenden Beispielen beschriebenen Klone 
erhalten. 

Der subtraktive Klon S129 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der iforward pxobe im Vergleich zur reverse prohe ein > 5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewahlt. 
Die Sequenz des Klons 8129 ist als SEQ ID N0:1 angegeben. 
Anhand dieser Sequenz wurde S129 eindeutig als Itm2A identif i- 
ziert. 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fttr Itm2A 
mit den Primern Itm2a-s2 (5' ACC TCC ATT GTT ATG CCT CCT A 3'= 
SEQ ID NO 2) und Itm2a.as2 (5' GTT GCC TCT CAC TCT TGA CAG A 
3' = SEQ ID NO 3) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH benutzt. 
Das Expressionsmuster wurde mittels RT-PCR erhalten (nicht 
dargestellt) . 

Das semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass Itm2A in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt somit 
das Ergebnis der dif f erentiellen Hybridisierung, Aulierdem ist 
die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn), was ein Hinweis auf die Spezifitat fUr BMEC im 
Gehirn ist. Lediglich im Herzen ist eine starke Expression zu 
sehen, was eventuell mit der beschriebenen Expression in 
Muskel korreliert werden kann. Das Expressionsmuster wurde 
durch Northern-Blot-Analyse verifiziert, als Sonde diente 
hierbei die kodierende Region von Itm2A aus Schwein (Figur 



la) - 
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Im Northern Blot wird die Spezifitat fttr BMEC noch deutlicher. 
Diese Expression in BMEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
beschrieben. 

Weiterhin kann man im Northern Blot ein zweites, kleineres 
Transkript in BMEC erkennen. Urn dieses zu charakterisieren 
wurden die kodierende Region, sowie 5' und 3' nichtkodierende 
Region mit RT-PCR bzw. RACE-PCR in BMEC untersucht. Hierbei 
ergab sich, dass fttr Itra2A zwei 3' nichtkodierende Regionen 
existieren, wovon die kUrzere durch ein alternatives Polyade- 
nylierungssignal entsteht, wie sich durch Sequenzierung zeig- 
te. Auch dies war bisher fUr Itm2A nicht beschrieben. Wahr- 
scheinlich wird durch zwei verschiedene 3' Regionen die 
TranskripthSufigkeit Uber verschiedene Stabilitaten reguliert 
und somit auch die Proteinmenge . Die beschriebenen Experimente 
lieferten auch die vollstandige cDNA-Sequenz (vollstandige CDS 
119-910) far Itm2A aus Schwein (SEQ ID NO 4 + SEQ ID NO 5) , 

Die Expression des Targets Itm2A/S129 unter ischamischen 
Bedingungen wurde gemaii der vorstehend angegebenen allgemeinen 
experimentellen Vorschrift untersucht. Dabei zeigte sich^ dass 
das Target S129 in BMEC unter Ischamie in der Expression stark 
vermindert ist. Dies spricht fUr eine Beteiligung von Itm2A 
bei Krankheiten, die mit ischamischen Bedingungen verbunden 
sind, wie beispielsweise Schlaganf all, Herzinfarkt und tvrnior- 
assoziierte Zustande, wie sie beispielsweise bei einem Glio- 
blastom vorkommen. Das f estgestellte Expressionsmuster belegt 
zum einen die Verwendbarkeit des Targets als diagnostischer 
Marker bei diesen Erkrankungen, zum anderen die therapeutische 
Verwertbarkeit des Targets zur ursachlichen Behandlung der 
oben genannten Erkrankungen. Das Expressionsmuster von Itm2A 
in BMEC unter Ischamie verglichen mit einer als 100% angesetz- 
ten Kontrolle ist in Figur lb gezeigt. BMEC wurden wie im 
Methodenteil beschrieben einmal unter Ischamie-Bedingungen 
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(,,Ischamie^*) und einmal unter Normalbedingungen (wKontrolle'') 
kultiviert. AnschlieBend wurde die Expression von Targets in 
beiden Proben relativ zur 18S rRNA gemessen. Der erhaltene 
Wert wurde far die Kontrolle als 100% gesetzt und die Ischa- 
mie-Probe darauf bezogen. 

Om Hinweise auf eine m5gliche Rolle von Itm2A an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH untersucht. Das 
Resultat ist in Figur 2 dargestellt. Diese Daten zeigen eine 
schnelle Abnahme der Expression vor Itm2A, wie auch ftir be- 
kannte BHS-Marker beschrieben ist. Ein Haushaltsgen wie GAPDH 
zeigt dagegen keine Regulation. 

Die Daten weisen deutlich auf eine Funktion von Itm2A an der 
BHS hin. Berflcksichtigt man die Rolle des Proteins bei der 
Differenzierung in Chondrozyten und T-Zellen, kann man fol- 
gern, dass Itm2A auch ftir den besonderen Dif f erenzierungszu- 
stand von Endothelzellen an der BHS verantwortlich ist. Da 
Itm2A nachweislich in bestimmten ZustSnden von Zellen in der 
Plasmamembran lokalisiert ist, stellt es hier dem Anschein 
nach einen Rezeptor dar, indem es eventuell Homo- oder Hetero- 
multimere bildet. Der extrazelluiare Anteil eines solchen 
Rezeptors wUrde sekretierte MolekUle oder Oberf lachenmolekOle 
anderer Zellen binden, der intrazellulSre Anteil des Rezeptor- 
komplexes kttnnte in einem solchen Modell - z.B. durch Konfor- 
mationsSnderungen aufgrund der erfolgten Bindung - Signale 
weiterleiten, die innerhalb von Signalkaskaden eine Antwort 
der Zelle ausl5sen und so deren Eigenschaften verSndern. 

Itm2A wurde in einem dif f erentiellen Screen einer cDNA-Bank 
aus Kondylen (Gelenkkopf) aus Maus zuerst durch Delersnijder 
et al. (1996) gefunden. Das kodierte Protein besteht aus 263 
Aminosauren und stellt ein integrales Membranprotein vom Typ 
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II dar. Es besitzt eine potentielle Glykosilierungsstelle 
sowie einen m5glichen leucine zipper. Das Gen, das aus sechs 
Exons besteht, ist am stSrksten in knochenbildenden Geweben 
exprimiert und stellt einen Marker ftir die Dif f erenzierung 
Knorpel/Knochen dar. Itin2A ist Mitglied einer neuen Genf ami- 
lie, die aus drei Mitgliedern besteht. Zwischen Mensch und 
Maus sind die einzelnen Mitglieder der Familie jeweils hoch 
konserviert. Die Konservierung unter den einzelnen Mitgliedern 
betrSgt nur ca. 40%, wobei vor allem der C-Terminus konser- 
viert ist, jedoch nicht der N-Terminus. Das leucine zipper 
Motiv findet sich nur bei Itm2A, ansonsten enthalten die 
Proteine der Familie keinerlei bekannte Sequenzmotive. 

Balspiel 2: Zdaiii:l£izienuxg von S231 

Der subtraktive Klon S231 zeigte im dif ferentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse probe ein > 5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewShlt. 
Die Sequenz des Klons S231 ist als SEQ ID NO: 6 angegeben. Bei 
BLAST-Homologiesuchen zeigte die Sequenz S231 die h<5chste 
Homologie zu EMPl. 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fUr S231 
mit den Primern S231.1 (5' CCA TAA CTC TTT CAC GCA ACT G 3'= 
SEQ ID NO 7) und S231.1R (5' ACA ACA GAG GAG TTG GCT GTT T 3' 
= SEQ ID NO 8) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH benutzt 
(siehe Figur 3) . 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass S231 in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt somit 
das Ergebnis der dif ferentiellen Hybridisierung. AuBerdem ist 
die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn), was ein Hinweis auf die Spezifitat far BMEC im 
Gehirn ist. Lediglich im Herzen ist eine starke Expression zu 
sehen, jedoch nur schwach in Lunge, Colon oder Gehirn, obwohl 
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ftir diese Gewebe eine starke Expression in der Literatur 
(Gehirn nur ftir Ratte) beschrieben ist. Dies legt die Frage 
nahe, ob S231 wirklich EMPl aus Schwein darstellt oder ein 
anderes Mitglied dieser Genfamilie if^t. 

Om dies zu kl^ren wurde die cDNA-Bank (XTriplEx2) aus BMEC mit 
S231 als Sonde (radioaktiv markiert^ Standardverfahren) durch- 
mustert. £s wurden mehrere Klone isoliert, von denen die 
beiden gr5Bten Klone jeweils 5' ansequenziert wurden. Beide 
Sequenzen zeigten wieder die grOfiten Homologien zu EMPl, wobei 
die Oberlappungen jeweils im 3' nichtkodierenden Bereich 
lagen. 

Zur Untersuchung, ob es sich bei S231 tatsachlich um EMPl aus 
Schwein handelt, wurde mit den Primern hsEMPl.sl (5' GGT ATT 
GCT GGC TGG TAT CTT T 3' = SEQ ID NO 9) und hsEMPl.asl (5' ATG 
TAG GAA TAG CCG TGG TGA T 3' = SEQ ID NO 10)/ die aus der 
kodierenden Region des hximanen EMPl abgeleitet wurden^ eine 
RT-PCR mit BMEC durchgef tihrt . Das erhaltene Produkt (ssEMPl) 
wurde kloniert und sequenziert* Aus dieser Sequenz wurde der 
Primer ssEMPl.l (5' GGT CTT TGT GTT CCA GCT CTT C 3' = SEQ ID 
NO 11) abgeleitet. Ein zweiter Primer ssEMPl.lR (5' TTC TCA 
GGA CCA GAT AGA GAA CG 3' = SEQ ID NO 12) wurde aus einem 
Abschnitt absoluter Obereinstimmung zwischen der kodierenden 
Sequenz des humanen EMPl und dem EST F23116 aus Schwein abge- 
leitet. Mit diesen beiden Primern ssEMPI . 1/ssEMPl . IR wurde ein 
Expressionsmuster wie oben beschrieben erstellt (vgl. Figur 
4) • 

Die Expressionsmuster mit den Primern aus Klon S231 und aus 
ssEMPi sind zwar ahnlich/ jedoch keineswegs identisch, Deshalb 
ist zu postulieren, dass S231 ein anderes Mitglied aus der 
pmp-22/emp/mp20-Genf amilie darstellt . 



wo 2004/029631^^ PCT/EP2003/009968 

58 



Beide Expressionsmuster wurden nun durch Northern--Blot- 
Analysen verifiziert, wobei als Sonde der Klon S231 (Fig. 5A) 
bzw. das PCR-Produkt hsEMPl . sl/hsEMPl . asl (EMPl) (Fig, 5B) 
benutzt wurde (vgl. Figur 5) . 

Im Northern Blot wird die Spezifitat far BMEC noch deutlicher. 
Diese Expression in BMlEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
beschrieben. 

Auffailig ist die im Northern Blot starkere Expression in 
Plexus (hier war allerdings auch ca. die 2-3fache RNA-Menge 
aufgetragen) und Colon, wohingegen die Expression durch RT-PCR 
starker im Herzen war. Weiterhin ist das Verhaitnis der beiden 
Trans kripte in BMEC deutlich verschieden, abhangig von der 
benutzten Sonde. Mit S231 ist das Verhaitnis von graiierem zu 
kleinerem Transkript annahernd gleich, wohingegen bei EMPl als 
Sonde das kleinere Transkript bedeutend starker erscheint. 

Im Vergleich zu Expressionsdaten von EMPl in der Literatur 
failt auf, dass S231 aus Schwein andere Trans kriptgr5Ben als 
EMPl aus Mensch und Maus aufweist und dass weiterhin das 
Expressionsmuster z'.T. stark von den Literaturdaten zu EMPl 
aus verschiedenen Spezies abweicht. Diese Abweichungen auf 
Trans kriptebene zeigen, dass der hier beschriebene Klon S231 
nicht EMPl darstellt, sondern als S231 ein anderes Mitglied 
dieser Genfamilie ist. M5glicherweise gibt es beim Menschen 
nur ein Gen EMPl, das von zwei Promotoren reguliert wird, und 
beim Schwein wird diese Aufgabe jedoch von zwei getrennten 
Genen - EMPl und 8231 - wahrgenommen . 

Um die vollstandige kodierende Region von S231 aus Schwein zu 
erhalten, wurde die cDNA-Bank aus BMEC in pTriplEx2 mit EMPl 
als ClonCapture-Sonde durchmustert • Hierbei wurden mehrere 
positive Klone isoliert, welche die vollstandige kodierende 
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Region enthielten. Diese wurde nun sequenziert und daraus die 
Proteinsequenz abgeleitet (SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 14), 

Die Identitat von S231 aus Schwein zu humanem EMPl betrSgt auf 
Aminosfiureebene nur 78%, zu Maus betr^gt sie 76%. Dies starkt 
5 weiterhin die These, dass S231 nicht EMPl darstellt, da norma- 
lerweise Proteine zwischen Mensch und Schwein 85-95% identisch 
sind (vgl, Figur 7). 

Urn Hinweise auf eine mttgliche Rolle von S231 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsitiuster in kultivierten BMEC im 
10 Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 8), Diese Oaten zeigen 
eine schnelle Abnahme der Expression von S231, wie auch fttr 
bekannte BHS-Marker beschrieben ist. Ein Haushaltsgen wie 
GAPDH zeigt dagegen keine Regulation, 

15 Die gemSLB der vorstehend gegebenen Vorschrift durchgefUhrte 
Western-Blot-Analyse fUr S231 bestatigt die Ergebnisse, die 
auf RNA-Ebene erhalten wurden. In BMEC ist eine starke Expres- 
sion des Proteins zu erkennen, jedoch nicht in AOEC. Weiterhin 
zeigt der Western Blot, dass S231 hauptsSchlich in der Memb- 

20 ranfraktion vorkoromt. In kultiviertem BMEC niinint die Expressi- 
on ab, allerdings ist verstSLrkt ein Protein mit geringerem 
Molekulargewicht nachzuweisen. MOglicherweise handelt es sich 
hierbei urn zwei verschiedene Homo- bzw. Heterodimere von S231. 
Der Western Blot ist in Figur 6 gezeigt. 

25 Die Daten weisen deutlich auf eine Funktion von S231 an der 
BHS hin. BerOcksichtigt man die beschriebene Rolle des Prote- 
ins bei der Dif f erenzierung anderer Zelltypen, kann man fol- 
gern, dass 8231 fUr den besonderen Dif f erenzierungszustand von 
Endothelzellen an der BHS verantwortlich ist und m6glicherwei- 

30 se ein Zelladhasionsmolektil oder einen Kanal (MembrandomSnen 
am starksten konserviert) darstellt. 
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Beispxel 3: Zdentif Izienmg von S012 

Der subtraktive Klon S012 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse probe ein >5mal 
starkeres Signal und somit zur Sequenzierung ausgewahlt. Die 
Sequenz des Klons S012 ist in SEQ ID NO 15 aufgefUhrt. Anhand 
dieser Sequenz konnte S012 eindeutig dem humanen hypothetic 
schen Protein FLJ1344 8 zugeordnet werden. 

Ziierst wurde wie vorstehend beschrieben ein Expressionsmuster 
ftir S012 mit den Primern S012,sl (5' GTA TCG GGA GTG GAG GAT 
TAG A 3' = SEQ ID NO 16) und S012.asl (5' CCC GAG GTA TAT TTG 
TTT CTG G 3' = SEQ ID NO 17) erstellt, als Kontrolle wurde 
GAPDH benutzt (Expressionsmuster nicht gezeigt) • 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass S012 in 
BMEC starker exprimiert ist als in AOEC und bestatigt somit 
das Ergebnis der dif f erentiellen Hybridisierung. AuBerdem ist 
die Expression in BMEC auch deutlich starker als in Cortex 
(Gehirn) , was ein Hinweis auf die Spezif itat ftir BMEC im 
Gehirn ist. Lediglich im Herzen ist eine starke Expression zu 
sehen. Die full-length cDNA von porcinem S012/FLJ13448 wurde 
durch Uberlappende 5' und 3' RACE-PCR erhalten und ist zusam- 
men mit der Proteinsequenz in SEQ ID NO 18 und SEQ ID NO 19 
gezeigt . 

Das Expressionsmuster wurde durch Northern-Blot-Analyse veri- 
fiziert, als Sonde diente hierbei der full-length Klon 
FLJ13448/S012 (SEQ ID NO 18) (vgl. Fig. 9). 

Im Northern-Blot wird die Spezif itat fUr BMEC noch deutlicher. 
Diese Expression in BMEC und somit an der BHS ist bisher nicht 
beschrieben. 
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S012 ist homolog zu dem humanen hypothetischen Protein 
FLJ13448 und dem entsprechenden Homologon aus Maus 
(XM_129724) , Bin Homologievergleich von humanem, murinem und 
procinem FLJ134 48/S012 ist in Fig. 10 dargestellt. Die Pepti- 
de, die als Signalpeptide dienen und abgespalten werden, sind 
jeweils kursiv gedruckt. 

Auffailig ist die geringe Konservierung der N-terminalen 60 
Aminosauren bzw. die hohe Homologie des C-Terminus. Wahr- 
scheinlich stellt der N-Terminus ein Signalpeptid dar, das ftir 
die korrekte Lokalisation des Proteins in der Zelle verant- 
wortlich ist. Bioinf ormatische Untersuchungen zeigen eine 
mitochondriale Lokalisation des Proteins in der Zelle. Die 
Funktion des Proteins ist dem stark konservierten C-Terminus 
zuzuordnen. 

Om Hinweise auf eine m6gliche Rolle von FLJ13448/S012 an der 
BHS zu erhalten, wurde daid Express ionsmuster in kultivierten 
BMEC im Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH unter- 
sucht wie in Beispiel 1 beschrieben (vgl. Fig. 11) . 

Diese Daten weisen eindeutig auf eine Rolle von FLJ13448/S012 
an der BHS hin. Die starke Expressionsabnahme in kultivierten 
BMEC spricht dafUr, dass FLJ13448/S012 mit dem Differenzie- 
rungszustand der Zellen in Zusammenhang steht. 

Beispiel 4: IdanUflzlexung von NSE2 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
widentif izierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif ferentiel- 
le 2D-Gelelektrophorese*' beschrieben aufbereitet. 



Der differentielle Spot 1 . 1 . 0 . 1 . 10 . 37 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 861,499; 878,47; 975,50; 
1056,61; 1132,53; 1198,71; 1216,71; 1227,53; 1347,69; 1430,76; 
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1438,69; 1516,71; 1623,79; 1790,87; 1796,81; 1935,93; 1954,05; 
2081,02; 2231,07; 2375,08; 2577,09; 2613,1- 

Durch die Datenbankabf ragen mit Profound in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot 1.1.0. 1.10 • 37 als NSE2 identif iziert . Das humane 
5 NSE2 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 34,5 kDa und 
einen pl-Wert von 5,4, was beides sehr gut mit der beobachte- 
ten Lage des Spots 1.1.0.1.10.37 im 2D-Gel tibereinstimmt • Die 
fettraarkierten, unterstrichenen Peptidmassen konnten als der 
humanen Sequenz identisch zugeordnet warden. In Fig. 12 ist 
10 die Abdeckung der Peptidmassen auf der humanen Proteinsequenz 
gezeigt . 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster ftir NSE2 
mit den Primern ssNSE2.sl (5' CGC GTG GTG AAT GAT CTG TA 3' = 
SEQ ID NO 20) und ssNSE2.asl (5' CTC CAT GAT CAG GTC CTC CAG 
15 3' = SEQ ID NO 21) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH be- 
nutzt. 

Dieses semi-quantitative Expressionsmuster zeigt, dass die 
Expression von NSE2 im Herzen am hOchs'ten ist, gefolgt von 
BMEC und Cortex (nicht gezeigt) . Dieses Ergebnis wurde durch 
20 Northern-Blot -Analyse bestatigt (vgl. Figur 13). Zur Hybridi- 
sierung wurde die partielle cDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 
verwendet (SEQ ID NO 22 und SEQ ID NO 23) (partielle CDS 1- 
192, codiert C-Terminus), die durch 3'RACE-PCR erhalten wurde. 

Um Hinweise auf eine m6gliche Rolle von NSE2 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht. Das Ergebnis ist in Figur 14 ge- 
zeigt. Diese Daten zeigen eine schnelle Abnahme der Expression 
von NSE2 und weisen somit auf eine Funktion von NSE2 an der 
BHS hin. 
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Figur 15 zeigt einen Homologie-Vergleich von hiamanem NSE2 und 
NSEl. 

Potentielle Phosphorilierungsstellen sind in hellem Font 
dargestellt, Unterstrichen ist eine in5gliche Tyrosin- 
Kinasedomane (ProSite Pattern Match PS00109) , wobei der aktive 
Rest fett dargestellt ist. Figur 16 zeigt die Verteilung von 
PEST-DomSnen in NSE2. PEST-Sequenzen sind Pro-^ Glu-, Ser- und 
Thr-reich Regione in Proteinen^ die far eine kurze Halbwerts- 
zeit solcher Proteine in der Zelle verantwortlich sind, indem 
sie die Ubiquitinilierung dieser Proteine kontrollieren. 
Phosphorilierung bestimmter Ser- oder Thr-Reste in den PEST- 
Regionen (hellgrau) sind fUr die Erkennung von Prozessierung 
durch den Ubiquitinproteasomeweg wichtig. 

Position 81-163 in humanem NSE2 zeigt Homologien zur NLP/P60- 
Familie (pfam-DomSLne 00877.4), die in mehreren Lipoproteinen 
gefunden aber der keine Funktion zugeordnet wurde. 

Auch dieses Target wurde unter ischSmischen Bedingungen unter- 
sucht. Dabei zeigt es sich, dass NSE2 in BMEC unter Ischamie 
in seiner Expression vermindert ist (vgl, Figur 17) • Dies 
spricht far eine Beteiligung von NSE2 bei Krankheiten, die mit 
ischamischen Zustanden verbunden sind, wie beispielsweise 
Schlaganfall, Herzinfarkt und tumorassoziierte Zustande, wie 
beispielsweise bei einem Glioblastom. Das Expressionsmuster 
von NSE2 kann somit als diagnostischer Marker bei derartigen 
Erkrankungen verwendet werden. Ferner kann eine ursachliche 
Therapie an der Modulation der Expression von NSE2 ansetzen. 

Beisplel 5: Idenfcifjgxerung von DR6-1 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
,,ldentif izierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif f erentiel- 
le 2D-Gelelektrophorese beschrieben** aufbereitet. 
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Der dif ferentielle Spot 1 . 1 . 0 • 1 , 11 . 12 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 789,45; 880,47; 890,50; 948,49; 
1204,68; 1217,64; 1289,58; 1428,70; 1517,79; 1573,73; 1753,91; 



Durch die Datenbankabfragen mit Prpfound in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot l-l-O, 1.11.12 als hypothetisches Protein mit der 
Accession Nxamber CAB66619 identif iziert . Das identische Prote- 
in wird in anderen Eintragungen der Datenbank auch als dopami- 
ne responsive protein DRG-1, als LYST-interacting protein LIPS 
und als HSPC228 bezeichnet. Das hypothetische Protein 
CAB66619/DRG-1 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 33,8 
kDa und einen pl-Wert von 6,1, was beides sehr gut mit der 
beobachteten Lage des Spots !• 1, 0. 1. 11. 12 im 2D-Gel tiberein- 
stimmt. Die f ettmarkierten Peptidmassen konnten als der huma- 
nen Sequenz identisch zugeordnet werden. In Fig. 18 ist die 
Abdeckung der Peptidmassen auf der humanen Proteinsequenz 



Ein Homologievergleich zwischen Mensch (CAB66619) und Maus 
(XP_125508) zeigt sehr groBe Homologien, vor allem im Bereich 
der AS 1-180. Bioinf ormatische Anscitze zeigen eine Trans- 
membrandomane und sprechen dafUr, dass der N-Terminus intra- 
zellulSr lokalisiert ist. Die intrazellulSre DomSne zeigt eine 
konservierte Phosphorilierungsstelle, extrazellular wird in 
der humanen Sequenz eine Glykosilierungsstelle vorhergesagt 
(vgl. Fig. 19) . 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fUr DRG-1 
mit dem CAB66619.sl (5' CGA GAC CCT GTG GTG GCT TAT TAG 3' = 
SEQ ID NO 24) und CAB66619.asl (5' GTG GTG TAT- TAG GTG GAG CGT 
GTG 3' = SEQ ID NO 25) erstellt, als Kontrplle wurde GAPDH 
benutzt. 



2017,08. 
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Dieses semi-quantitative Expressionsmuster (Figur 20/ das 
durch Northern-Blot -Analyse bestatigt wurde) zeigt, dass DRG-1 
aus Schwein in BMEC schwacher exprimiert ist als in AOEC und 
widerspricht somit dem Ergebnis des 2D-Gels. Allgemein ist 
DRG-1 zwar unterschiedlich stark aber recht ubiquitar expri- 
miert. Somit muss der im 2D-Gel gefundene Unterschied auf eine 
spezifische posttranslationale Modif ikation von DRG-1 in BMEC 
zurtickzufahren sein. Ein solcher Unterschied kann z.B. auf- 
grund der vorhergesagten Phosphorilierungsstelle auftreten. 
Zellspezifische Phosphorilierungen kOnnen so die Aktivitat des 
Proteins bestimmen . 

Um Hinweise auf eine m5gliche Rolle von DRG-1 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 21), Diese Daten zeigen 
eine deutliche Abnahme der Expression von DRG-1 und weisen 
somit auf eine Funktion von DRG-1 an der BHS hin. 

SEQ ID NO 26 + 27 zeigen die partielle cDNA-Sequenz von DRG-1 
aus Schwein (CDSl-585, interner Abschnitt) . 

Beispiel 6: Identifisieroag von TKH-l 

Das Probenmaterial wurde wie vorstehend unter dem Abschnitt 
„Identif izierung BHS-spezif ischer Proteine durch dif ferentiel- 
le 2D-Gelelektrophorese beschrieben^' aufbereitet, 

Der differentielle Spot 1.1.0,1.6.30 ergab in der MALDI-TOF- 
Analyse folgende Peptidmassen: 776,44; 847,47; 900,50; 916,46; 
976,52; 1048,58; 1085,61; 1127,66; 1137,55; 1167,67; 1180,68; 
1212,69; 1234,69; 1291,67; 1301,67; 1303,69; 1338,72; 1350,70; 
1370,65; 1419,70; 1423,77; 1434,79; 1440,79; 1456,76; 1466,76; 
1467,71; 1483,77; 1547,78; 1558,85; 1665,90; 1714,96; 1716,90; 
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1740,80; 1762,90; 1838,92; 1897,99; 2025,11; 2054,06; 2234,15; 
2243,20; 2244,18. 

Durch die Datenbankabf ragen itiit MSFIT in der NCBI-Datenbank 
wurde Spot 1. 1.0. 1.6. 30 als TKA-1 identifiziert . Die fettmar- 
kierten, unterstrichenen Peptidmassen konnten als der humanen 
Sequenz identisch zugeordnet werden. In Fig. 22 ist die Abde- 
ckung der Peptidmassen auf der hinpanen Proteinsequenz gezeigt. 

In der Datenbank sind 3 Isoformen von TKA-1 zu finden, die 
folgende berechneten Massen und pl-Werte besitzen: CAA90511 
mit 49,3 kDa / pi 6,7, BAA33216 mit 37,4 kDa A pi 7,9, 
AAB53042 mit 36,2 kDa / pi 8,2. Die Lage im 2D-Gel spricht 
eindeutig gegen die groBe Isoform. Somit wurde hier experimen- 
tell eindeutig die BAA33216-Isoform gefunden, da in dem Prote- 
in mit der Accession-Number AAB53042 das Peptid DGSAW KQDPSX! 
(kursiv in Figur 22) fehlt, das jedoch teilweise (fett) inner- 
halb eines Trypsin-Fragmentes bei der MALDI-Analyse nachgewie- 
sen wurde. 

Das Alignment von TKA-1 zwischen Mensch, Maus und Ratte zeigt 
eine sehr hohe Konservierung. TKA-1 besitzt zwei PDZ-Domfinen, 
die Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln. In diesen 
PDZ-DomMnen befinden sich mehrere potentielle Phosphorilie- . 
rungsstellen, wodurch mdglicherweise die Wechselwirkungen mit 
anderen Proteinen reguliert werden. Konserviert ist auch eine 
potentielle N-Glykosilierungsstelle . 

Zuerst wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster flir TKA-1 
mit den Primern ssSLC9A3R2 . si (5' AAA AGG CCC CCA GGG TTA CG 
3' = SEQ ID NO 28) und ssSLC9A3R2 . asl (5' GGA GTG GGC AGC AGG 
TGA GC 3' = SEQ ID NO 29) erstellt, als Kontrolle wurde GAPDH 
benutzt . 
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Das Expressionsmuster wurde durch Northern-Blot-Analyse veri- 
fiziert, als Sonde diente hierbei das 550 bp grofie PCR-Produkt 
ssTKR-l.ctg zwischen den beiden Primern ssTKA-lctg. si (5' TTA 
ACC TGC ACA GCG ACA AGT 3' = SEQ ID NO 30) und ssTKA-lctg . asl 
(5' TTG CTG AAG ATC TCA CGC TTC 3' = SEQ ID NO 31) . 

ber Northern Blot (Figur 23) zeigt, dass TKA-1 in BMEC am 
starksten exprimiex;t ist sowie dass in BMEC drei verschiedene 
Transkripte vorkommen. Die Expression ist vergleichbar stark 
in Lunge, allerdings fehlt hier das kleine Transkript vollkom- 
men. Bisher ist in der Literatur kein Zusammenhang von TKA-1 
zur BHS und auch nicht zu Endothelzellen beschrieben. 

Urn Hinweise auf eine m5gliche Rolle von TKA-1 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH wie in Beispiel 
1 beschrieben untersucht (vgl. Figur 24). Diese Daten zeigen 
eine deutliche Abnahme der Expression von TKA-1 und weisen 
somit auf eine Funktion von TKA-1 an der BHS hin. 

Das Target TKA-1 wurde ebenfalls im Hinblick auf seine Expres- 
sion unter Isch^mie gemSfi der vorstehend angegebenen Vor- 
schrift untersucht. Dabei zeigt es sich, dass dieses Target in 
BMEC unter IschSmie stark in der Expression vermindert ist- 
Dies spricht fUr eine funktionelle Beteiligung von TKA-1 an 
Krankheiten, die mit ischamischen Bedingungen einhergehen, wie 
beispielsweise Schlaganf all, Herzinfarkt und tumorassoziierte 
Zustande, zum Beispiel beim Glioblastom. Die Untersuchung der 
Expression von TKA-1 kann deshalb als diagnostischer Marker 
bei derartigen Erkrankungen verwendet werden. Ebenso ist das 
Target TKA-1 ein geeigneter Ansatzpunkt fUr ursSchliche Thera- 
pien gegen die oben genannten Erkrankungen. 

Das Expressionsmuster von TECA-1 in BMEC unter IschSmie vergli- 
chen mit einer Kontrolle ist in Figur 25 gezeigt. BMEC wurden 
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wie iiti Methodenteil beschrieben einmal unter Ischamie- 
Bedingungen („IschSmie^^) und einmal unter Normalbedingungen 
(„Kontrolle^^) kultiviert. Anschliefiend wurde die Expression 
von Targets in beiden Proben relativ zur 18S rRNA gemessen. 
Der erhaltene Wert wurde fxlr die Kontrolle als 100% gesetzt 
und die IschSmie-Probe darauf bezogen. 

Die Western-Blot-Analyse fUr TKA-1 bestStigt die Ergebnisse, 
die auf RNA-Ebene erhalten wurden. In BMEC ist eine starke 
Expression des Proteins zu erkennen, in AOEC jedoch kaiam. 
Weiterhin zeigt der Western Blot, dass TKA-1 hauptsSchlich 
membranassoziiert und im Zellkern vorkommt. In kultiviertem 
BMEC ninimt die Expression sehr schnell ab und ist bereits in 
der ersten Passage nicht mehr zu detektieren. Die Western- 
Blot-Analyse von TKA-1 ist in Figur 26 gezeigt. 

SEQ ID NO 32 und SEQ ID NO 33 zeigen die partielle cDNA- 
Sequenz von TKA-1 aus Schwein (partielle CDS 1-741^ codiert 
den C-Terminus) . 

Bexsplel 7: Zdentx£lzxerung von S064/ABL8 

Der subtraktive Klon S064 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse proJbe ein >5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewahlt. 
Die Sequenz des Klons 3064 ist als SEQ ID NO 35 aufgefQhrt. 
Anhand dieser Sequenz konnte SO 64 keinem bekannten Gen zuge- 
ordnet werden. BLAST-Suchen ergaben eine signifikante Homolo- 
gie zu dem DKFZ cDNA-Klon p43401317, der jedoch scheinbar 
keine kodierende Region enth^lt. 

Urn das korrespondierende Protein zu identif izieren, wurde mit 
dem subtraktiven Klon S064 eine cDNA-Bank aus BMEC von Schwein 
durchmustert . Hierbei wurden zwei unabhMngige Klone identifi- 
ziert. Die Sequenz des ISngsten Klons S064.3 ist als SEQ ID NO 
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36 aufgefilhrt. Auch diese Sequenz konnte durch BLAST-Suchen 



keinem bekannten Gen 2ugeordnet werden. 

Allerdings konnte die Sequenz von Klon S064.3 durch Homologie- 
vergleiche im hiamanen Genom in der Region 10pl2 lokalisiert 
5 werden. Das nachste Gen in der gleichen Orient ierung auf 

diesem Locus ist ADP-ribosylation-like factor 8 (ARL8) . Urn zu 
aberpriifen^ ob S064 ein neues 3'Ende von ARL8 darstellt, wurde 
eine link-PCR durchgeftihrt . Hierzu wurden die Primer hsARL8.sl 
(5' TAA TGC AGG GAA AAC CAC CAT TCT 3', SEQ ID NO 37) und 

10 S064*3R (5' AAC CAA GAG ACA TGT TGG CAC T 3', SEQ ID NO 38) 
mit RNA aus BMEC in einer OneStep RT-PCR eingesetzt, Zur 
• Oberprtlfung der Produktspezif itat wurde das Produkt aus der 
OneStep RT-PCR 1:1000 verdunnt und in eine nested PGR mit den 
Primern hsARL8.s2 (5' ATA GCA TTG ACA GGG AAC GAC T 3', SEQ ID 

15 NO 39) und S064.GSP2 (5' CTG CTA GAT TCA AGT CAT CAT GC 3'/ 
SEQ ID NO 40) eingesetzt. Das hierbei erhaltene Produkt wurde 
kloniert und sequenziert. Die erhaltene Sequenz bestatigte 
eindeutig, dass der subtraktive Klon SO 64 das Gen ARL8 repra- 
sentiert . 

20 Die vollstandige kodierende cDNA-Sequenz von ARL8 wurde mit 
Hilfe einer OneStep RT-PCR mit RNA aus BMEC und den Primern 
S064cds,sl (5' CTC GTG ATG GGG CTG ATC TTC 3', SEQ ID NO 41) 
und S064cds.asl (5' ATC TCA CAC CAA TCC GGG AGG T 3', SEQ ID 
NO 42) erhalten. Die kodierende Sequenz ARL8 aus Schwein ist 

25 als SEQ ID NO 43 angegeben, das hiervon kodierte Protein ist 
in SEQ ID. NO 44 gezeigt. Das Protein ARL8 ist 100 % identisch 
zu ARL8 aus Mensch und Maus. Dieser hohe Konservierungsgrad 
spricht fOr die wichtige Rolle dieses Proteins. Die cDNA- 
Sequenz von ARL8 (Schwein) weist 95% bzw. 92% Homologie im 

30 kodierenden Bereich zur entsprechenden Sequenz aus Mensch bzw. 
Maus auf. 
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Es wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster ftir S064 mit 
den Primern S064.sl (5' AAG CCT GAA GCT TGA TGG ATA A 3', 3EQ 
ID NO 45) und S064.asl (5' CAA TTA CAG CTT TGC TCC TGT G 3', 
SEQ ID NO 46) erstellt, als Referenz wurde 18S rRNA benutzt, 
5 Die belden Primer S064cds* sl/asl wurden aufgrund der hohen 
Homologie zwischen Mensch und Schwein (z.B, des Produkts der 
llnk-PCR) anhand der humanen Sequenz abgeleltet. Neben den 
allgemeinen Kriterien des PrdLmerdesigns wurde darauf geachtet^ 
dass die beiden Primer die komplette kodierende Sequenz flan- 
10 kieren: so enthalt Primer S064cds.sl in Position 7-9 das ATG- 
Startcodon und die Position 22 in Primer S064cds.asl stellt 
die erste Base des Stopcodons dar. Das Expressionsmuster ist 
in Figur 27 gezeigt. 

Das Expressionsmuster wurde mit einem anderen Primerpaar aus 
15 der kodierenden Region von ARL8 wiederholt: ARLBcds.sl (5' ATA 
GCA TTG ACA GGG AAC GAC T 3', SEQ ID NO 47) und ARLScds.asl 
(5' GAA CTG AGG GTG AGG TAT TTG G 3', SEQ ID NO 48) . Das 
Expressionsmuster ist in Figur 28 gezeigt • 

Weiterhin wurde das Expressionsmuster durch Northern-Blot 
20 Analyse verifiziert, als Sonde diente hierbei der Klon S064. 
Das Ergebnis ist in Figur 29 gezeigt • 

Alle drei Experimente zeigen die sehr hohe Spezifitat von 
ARL8 far BMEC und somit ftir die Blut-Hirn-Schranke. Diese 
Expression in BMEC bzw. an der BHS ist bisher nicht beschrie- 
25 ben, Diese hohe Spezifitat weifit auf eine sehr wichtige Rolle 
von ARL8 an der BHS hin. 

Um Hinweise auf die Art der Funktion von AEIL8 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Expressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. GAPDH untersucht. Das 
30 Ergebnis ist in Figur 30 gezeigt. 



wo 2004/029631 PCT/EP2063/009968 

71 



Die Daten zeigen eine schnelle Abnahme der Expression von ARL8 
in kultivierten BMEC und weisen somit deutlich auf eine tat- 
sachliche Funktion von ARL8 an der BHS hin. 

ARL8 gehSrt zur RAS-Superf amilie der regulator ischen GTPasen, 
Diese sind an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, wie z.B. 
Zellwachstum, Signaltransduktion, Organisation des Cytoske- 
letts und Regulation des membrane traffickings (Exo- bzw. 
Endocytose) . ARL8 wurde erstmals von Sebald et al. 2003 be- 
schrieben, jedoch konnten diese keine Expression im adulten 
Gehirn zeigen. Das vorliegende Beispiel zeigt erstmalig die 
tatsachliche Expression von ARL8 an der BHS. Dies bestatigt 
die hohe BHS-Spezif itat dieses Proteins* Daraus ergibt sich, 
dass ARL8 ftir den besonderen Dif f erenzierungszustand von 
Endothelzellen an der BHS verantwortlich ist und somit zur 
Funktionsfahigkeit der BHS beitr^gt. 

Bex^xel 8: Zdentifisierong von 569/SNO^ 

Der subtraktive Klon 5G9 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse probe ein >5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewahlt. 
Die Sequenz des Klons 5G9 ist als SEQ ID NO 4 9 aufgefUhrt. 
Anhand dieser Sequenz konnte 5G9 einem humanen Transkript (Nr. 
BC039195, NCBI-Datenbank) zugeordnet werden, das fUr ein neues 
Protein HSNOVl kodiert ( AAH39195 ) . In diesem Datenbankeintrag, 
der ein mRNA-MolekUl beschreibt, sind als Annotation der 
offene Leserahmen und das daraus resultierende hypothetische 
Protein angegeben. Dabei handelt es sich nicht um experimen- 
telle Daten, sondern um Computer-gestUtzte Vorhersagen. Das 
abgeleitete Protein zeigte keine Ahnlichkeiten zu bekannten 
Proteinen und wurde deshalb als novel protein bezeichnet. 



Es wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fiir 5G9 mit den 
Primern 5G9.1 (5' TGT ATA TGT GGG ACA GCC ATC A 3', SEQ ID NO 
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50) und 5G9.1R (5' GTC CGA GCA GGA TAT ACT TCC A 3", SEQ ID NO 

51) erstellt, als Referenz wurde 18S rRNA benutzt. Das Primer- 
paar zur Ermittlung des Expressionsmusters wurde nach den 
allgemeinen Regain abgeleitet: Schmelztemperatur der Primer 
von 55~75''C; annahernd gleiche Schmelztemperatur der beiden 
Primer; 18-26 Basen Lange; optimal 40-60% GC-Gehalt; Vermei- 
dung von hairpins loops; Vermeidung von Homo- und Heterodimer- 
bildung; Produktgrofie 100-300 bp. Das Expressionsmuster ist in 
Figur 31 gezeigt. 

Das Expressionsmuster zeigt, dass 5G9 vor allem an der BHS, im 
Colon und der Niere gebildet wird. Im Gehirn scheint die 
Expression spezifisch ftir BMEC zu sein. Diese Expression in 
BMEC bzw, an der BHS ist bisher nicht beschrieben. 

Urn das korrespondierende Protein aus Schwein zu identifizie- 
ren, wurde ausgehend von der Sequenz des Klons 5G9 durch 5' 
und 3'RACE-PCR die vollstandige cDNA PNOVl aus Schwein iso- 
liert (SEQ ID NO 52) . Dieses Transkript kodiert von Position 
480-14 66 far ein Protein mit der SEQ ID NO 53. Der Homologie- 
vergleich zwischen HSNOVl und PNOVl ist in Figur 32 gezeigt. 

Die Homologie zwischen HSNOVl und PNOVl betrftgt 94%. AuffSllig 
ist jedoch^ dass PNOVl N-terminal um 47 AminosSuren verkUrzt 
ist im Vergleich zu HSNOVl. Diese Sequenz stellt in HSNOVl 
m5glicherweise eine Signalsequenz dar, die spSter abgespalten 
wird. 

Das Protein HSNOVl zeigt keine signif ikanten Homologien zu 
anderen bekannten Proteinen, Bioinf ormatische Analysen zeigen 
8 potentielle Transmembrandom^nen (vgl. Figur 33) . 

Aufierdem konnten mehrere DomSnen (z.B. Inter Pro-DomSne 
ipr002657) gefunden werden, die auf eine Funktion als Trans- 
porter hinweisen. 
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Diese Daten sprechen dafur, dass PNOVl/HSNOVl einen neuen 
Transporter an der BHS darstellt, der auch im Colon und in der 
Niere, zwei Geweben mit hohen TransportaktivitSten fUr viele 
Substanzen^ vorkommt . 

Bexspxel 9: Identlfxsxenmg von 5E7/TSC-22 

Der subtraktive Klon 5E7 zeigte im dif f erentiellen Screen mit 
der forward probe im Vergleich zur reverse probe ein >5mal 
starkeres Signal und wurde somit zur Sequenzierung ausgewfihlt. 
Die Sequenz des Klons 5E7 ist als SEQ ID NO 54 aufgefUhrt. 
Anhand dieser Sequenz konnte 5E7 eindeutig als transjforjning 
growth factor beta-stimulated protein TSC-22 identif iziert 
we r den. 

Der Klon 5E7 represent iert das 3' Ende des Trans kriptes TSC- 
22. Um die vollstSndige cDNA aus Schwein zu erhalten, wurde 
eine 5'RACE-PCR durchgeftthrt . Das Produkt dieser PCR wurde 
kloniert und sequenziert. Die vollstSndige cDNA-Sequenz von 
TSC-22 aus Schwein ist als SEQ ID NO 55 aufgefUhrt, die kodie- 
rende Region liegt hier von Position 243-677. Das hierzu 
korrespondierende Protein ist als SEQ ID NO 56 aufgefahrt. Das 
porcine Protein ist 100 % identisch zu dem bereits bekannten 
humanen Protein TSC-22, was fUr eine besondere Bedeutung 
dieses Proteins spricht. 

Es wurde wie beschrieben ein Expressionsmuster fUr 5E7 durch 
Northern-Blot Analyse erstellt, als Sonde diente hierbei der 
subtraktive Klon 5E7 (vgl. Figur 34) . 

Das Experiment zeigt die stSrkere Expression von TSC-22 in 
BMEC im Vergleich zum Gesamthirn und zeigt somit die Spezifi- 
tat far die Blut-Hirn-Schranke. Diese Expression in BMEC bzw. 
an der BHS ist bisher nicht beschrieben. 
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Um Hinweise auf eine mSgliche Rolle von TSC-22 an der BHS zu 
erhalten, wurde das Bxpressionsmuster in kultivierten BMEC im 
Vergleich zu bekannten BHS-Markern bzw. 18S rRNA untersucht. 
FUr die quantitative PGR wurden die Primer 5E7 . 1 (5' AAG AGG 
TGT GGC TTG TCT TTT A 3', SEQ ID NO 57) und 5E7 . IR (5' TTT TTC 
AAA GTA TTC AAC CAG CTC 3', SEQ ID NO 58) benutzt. Das Ergeb- 
nis ist in Figur 35 gezeigt. 

Die Daten zeigen eine schnelle Abnahme der Expression von TSC- 
22 in kultivierten BMEC und weisen somit eindeutig auf eine 
Rolle von TSC-22 an der BHS hin. Die starke Expressionsabnahme 
in kultivierten BMEC spricht daftlr, dass TSC-22 mit dem Diffe- 
renzierungazustand der Zellen in Zusainmenhang steht. 

Auf die gleiche Weise wurde die Expression von TSC-22 in BMEC 
unter Ischamie untersucht. Das Ergebnis ist in Figur 36 ge- 
zeigt . 

Das Target TSC-22 ist in BMEC unter Ischamie stark in seiner 
Expression vermindert . Dies belegt eine mOgliche funktionelle 
Rolle von TSC-22 bei Krankheiten, die mit ischSmischen Bedin- 
gungen verbunden sind. Hierzu gehOren Schlaganf all, • Herzin- 
farkt (TSC-22 ist auch im Herzen stark exprimiert, s. Fig. 34) 
und die Bedingungen in einem Tumor, z.B, beim Glioblastom. Die 
Untersuchung der Expression von TSC-22 lasst sich deshalb auch 
als diagnostischer Marker bei diesen Erkrankungen verwenden. 
Basierend auf diesen Erkenntnissen kOnnen Therapiekonzepte 
gegen Erkrankungen, die mit einer Dysfunktion der BHS einher- 
gehen, entwickelt werden. 

TSC-22 gehOrt zu der Klasse von Transkriptionsfaktoren mit 
leucine zipper (Kester at al., 1999). Es ist an der 
Signaltransduktion u.a. von TGF-beta beteiligt (Kawamata et 
al., 1998) und spielt somit eine Rolle beim Zellwachstum und 
der Zelldif ferenzierung. 
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Daraus ergibt sich^ dass TSC-22 mit fUr den Dif ferenzierungs- 
zustand von BMEC verantwortlich ist. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfahren zur Identif izierung der Anwesenheit eines BHS- 
spezifischen Proteins oder Fragments davon in Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen, dadurch gekennzeich^ 
net, dass man 

a) frisch aus dem Gehirn isolierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in tlbli- 
Cher Weise vorreinigt, 

b) den in Stufe a) erhaltenen Aufschluss mit einem Lyse- 
puffer behandelt/ der vorhandene Erythrozyten und a- 
poptotische Zellen im Wesentlichen zerst5rt und we- 
nigstens 70% der Hirnkapillar-Endothel zellen in vita- 
ler Form erhait, 

c) gegebenenf alls das in Stufe b) erhaltene Produkt wel- 
ter aufreinigt, 

d) eine subtraktive cDNA-Bank aus den Hirnkapillar- 
Endothelzellen und einem Subtraktionsgewebe herstellt, 

e) eine cDNA-Subtraktion mittels einer oder mehrerer dif- 
ferentieller Hybridisierungen durchfUhrt, 

f) Klone aus der subtraktiven cDNA-Bank durch differen- 
tielle Hybridisierung hinsichtlich ihrer jeweiligen 
Expression verifiziert, 

g) zu den BHS-spezif ischen Klonen aus der subtraktiven 
cDNA-Bank die cDNA-Sequenz ergSnzt und 

h) das Expressionsmuster der untersuchten Klone zwischen 
frischen und kultivierten Hirnkapillar-Endothelzellen 
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vergleicht und so die Anwesenheit BHS-spezif ischer 
Proteine oder Fragmente davon identif iziert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 

zeichnet, dass der Lysepuffer in Stufe b) die 
folgende Zusanmiensetzung besitzt: 



Na* 


30,0 inM bis 


60, 


0 mM 


K* 


5, 0 inM bis 


7,5 


mM 


NH4* 


80,0 inM bis 


100 


,0 mM 




1,0 mM bis 


2,0 


mM 


Mg2* 


6,0 mM bis 


9,0 


mM 


CI" 


125,0 mM bis 


175, 


rO mM 


HCO3" 


4,5 mM bis 


6,5 


mM 


H2PO4" 


0,5 mM bis 


2,5 


mM 




0, 3 mM -bis 


0,6 


mM 


HP04^" 


0,4 mM bis 


0,7 


mM 


Glucose 


1,5 mM bis 


3,0 


mM 



3, Verfahren nach Anspruch 2, dadurch g e k e n n - 

zeichnet, dass der Lysepuffer die folgende Zu- 
sammensetzung besitzt: 



m 
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NaCl 


30 


mM 


bis 


50 


mM 


KCl 


4,5 


mM 


bis 


5,5 


mM 


NH4CI 


80 


inM 


bis 


100 


mM 


CaCl2 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCl2 


0,6 


mM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0,6 


mM 


NaHCOa 


4,5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0,4 


mM 


bis 


0, 65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1,5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Subtraktlonsge- 
webe in Stufe f) Aortenendothelzellen slnd. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnetr dass man die vollst^ndige 
cDNA-Sequenz in Stufe i) durch Durchmustern, von cDNA- 
Banken und RACE-PCR erstellt. 

6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5/ dadurch 
gekennzeichnet, dass die Hirnkapillar- 
Endothelzellen aus dem Menschen oder dem Schwein stammen. 

7 . Protein mit BHS-Spezif itat oder ein Fragment davon, er- 
haitlich nach einem Verfahren nach einem der AnsprUche 1 
bis 6. 

8. Protein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es eine Sequenz ausgewShlt aus 
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SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 19, Oder SEQ ID 
NO: 53 besitzt, 

9. Verfahren zur Identif izierung der Anwesenheit eines BHS- 
spezifischen Proteins Oder Fragments davon in Hirnkapil- 
lar-Endothelzellen, dadurch gekennzeich-- 
net, dass man 

a) frisch aus dem Gehirn isolierte Hirnkapillar- 
Endothelzellen durch enzymatischen Aufschluss in tibli- 
cher Weise vorreinigt, 

b) den in Stufe a) erhaltenen Aufschluss mit einem Lyse- 
puffer behandelt, der vorhandene Erythrozyten und a- 
poptotische Zellen im Wesentlichen zerstart und we- 
nigstens 70% der Hirnkapillar-Endothelzellen in vita- 
ler Form erhait, 

c) gegebenenfalls das in Stufe b) erhaltene Produkt wel- 
ter aufreinigt, 

d) das in Stufe c) erhaltene Produkt in einem geeigne- 
ten Puffer solubilisiert, 

e) eine isoelektrische Fokussierung durchfUhrt, 

f) die Proben aus der isoelektrischen Fokussierung in 
der zweiten Dimension nach Molekulargewicht auf- 
trennt, 

g) differentielle Spots identif iziert und isoliert, 

h) mit dem Isolat von g) eine massenspektrometrische 
Analyse durchftihrt, und 

i) hiervon eine Auswertung mittels gezielter Datenbank- 
analyse vornimmt. 



wo 2004/029631 



82 



m 

PCT/EP2003/009968 



10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch g e k e n n - 

zeichnet, dass der Lysepuffer in Stufe b) die 
folgende Zusammensetzung besitzt: 



Na* 30,0 mM bis 60,0 mM 

K* 5, 0 mM bis 7, 5 mM 

NH4* 80,0 itiM bis 100,0 xnM 

Ca^* 1,0 mM bis 2, 0 mM 

Mg^* 6,0 mM bis 9, 0 mM 

CI" 125,0 mM bis 175,0 mM 

HCOs*" 4,5 mM bis 6, 5 mM 

HaPOr .0,5 mM bis 2,5 mM 

S04^" 0,3 mM bis 0, 6 mM 

HPO^^' 0,4 mM bis 0,7 mM 



Glukose 1,5 mM bis 3,0 mM 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch g e k e n n - 

zeichnet, dass der Lysepuffer die folgende Zu- 
sammensetzung besitzt: 



NaCl 30 mM 

KCl 4,5 mM 

NH4CI 80 mM 



bis 50 mM 

bis 5, 5 mM 
bis 100 mM 
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CaCl2 


1,0 


mM 


bis 


2,0 


mM 


MgCl2 


0,6 


mM 


bis 


0,8 


mM 


MgS04 


0,3 


mM 


bis 


0,6 


mM 


NaHCOs 


4,5 


mM 


bis 


6,5 


mM 


NaH2P04 


0,2 


mM 


bis 


0,45 


mM 


Na2HP04 


0,4 


mM 


bis 


0,65 


mM 


KH2PO4 


0,1 


mM 


bis 


0,15 


mM 


Glucose 


1,5 


mM 


bis 


3,0 


mM 



12. Protein mit BHS-Spezif itat Oder ein Fragment davon^ er- 
haitlich nach einem Verfahren nach einem der Ansprtiche 9 
bis 11. 

13. Protein nach Anspruch 12, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dass es eine Sequenz ausgewShlt aus 
SEQ ID NO 23, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 33 besitzt. 

14. Verwendung eines Proteins nach einem der AnsprUche 7 bis 
8 Oder 12 bis 13 zur Herstellung eines Medikaments zum 
Transport von Substanzen durch die Blut-Hirn-Schranke. 

15. Verwendung eines Proteins nach einem der Ansprtiche 7 bis 
8 Oder 12 bis 13 zur Herstellung eines Mittels oder Medi- 
kaments zur Diagnose oder Therapie von Erkrankungen, die 
auf einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen. 

16. Mittel zur Diagnose von Erkrankungen, die auf einer Dys- 
funktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass es ein Protein nach einem 
der AnsprUche 7 bis 8 oder 12 bis 13 umfasst. 
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17. 



Mittel zur Therapie von Erkrankungen, die auf einer Dys- 



funktion der Blut-Hirn-Schranke beruhen, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass es ein Protein nach einem 
der AnsprUche 7 bis 8 Oder 12 bis 13 umfasst. 

18. Verwendung einer Oder mehrerer DNA-Sequenz (en) ausgewShlt 
aus SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 35, 
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 52, 
SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, zur Herstellung eines Mittels 
zur Diagnose von Krankheiten, die mit ischamischen Bedin- 
gungen verbunden sind. 

19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Diagnose von Schlagan- 
fall, Herzinfarkt oder tumorassoziierten Zustanden. 

20. Verwendung nach einem der AnsprUche 18 oder 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Diagnose Qber die Kon- 
trolle der Expression der von den genannten DNA-Sequenzen 
codierten Proteine erfolgt. 
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Fig. 6 



Histian 


MLVLLAGIEWHIATVIMLFVSTrANVWLVSNtVDASVGLWKNCTNISCSDSLSYASEDA 60 


Schwein 


MLVLIAGIFWHIATVVMLFVCTIANVWWSDAGQGSVGLWKNCTSAGCTDTLLYGGEDA 


60 


Maus 


ML\^IAGLFWH1ATAJMLFVSTIANVWMVADYANASVGLWKNCTGGNCDGSLSYGNEDA 


60 








Human 


LKTVQAFMILSIIFCVIALLVFVFQLFTMEKGNRFFLSGATTLVCWLCILVGVSIYTSHY 


120 


Schwein 


LKSVQAEMILSIIFSWSLWFVFQLFTMEKGNRFFLSGATMLVCWLCIMVGASVYTHHY 


120 


Maus 


IKAVQAFMILS I IFS I ISLWFVFQLFTMEKGNRFFLSGSTMLVCWLCILVGVS I YTHHY 


120 




• ★*<**#*#***ifr^ * ^ *. 




Human 


ANRDGTQY HHGYSYILGWICFCFSFI IGVLYLVLRKK 157 




Schwein 


ANSSKNQYSASHHGYSFILAWICFCFSFIIGVLYLVLRKK 160 




Maus 


AHSEGNFNSSSHQGYCFT LTW I C FCFS FI IGI LYMVLRKK 160 






Fig. 7 
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Fig, 9 



wo 2004/02963 



PCT/EP2003/009968 



6/19 



Mensch 

Schwein 

Maus 



M' 'AARTGHTALRRWSGCRPKSATAAG AQAPVRNGRYLASCGILMSRTLPLHTSI 54 

MF\/AARTGQRTLRKVVSGCRPKSATATGVPAPAQGPPmiRYLASCGILmRTLPLHSSF 60 
MIMAARTSQRALARVASGCRPKSTrrtEM — ARGSARDVRHLAACGVLINRTLPPCAAV 58 
♦ ****::::* :*.*♦*:***:*• *• . *: *:*♦.*♦.*. 



Mensch 

Schwein 

Maus 



XPKEICARTFFKITAPLINKRKEySERRILGYSMQEMYDWSGVEDyKHFVPWCKKSDVI 114 
XPJa5y»iyAJ?rFFRIAAPLINKRKEYSEIU^IIGYSMQEMYDWSGMEDYKHFVPW^ 120 
LPKEICARTFFRISAPLVNKRKEYSERRILGYSMQEMyDWSGMEDYQHEVPWCKKSDII 118 



Mensch 

Schwein 

Maus 



Mensch 

Schwein 

Maus 



SKRSGYCKTRLEIGFPPVI^RYTSWTLVKPHLVKASCTDGiaFNHLETIWRFSPGLPGy 174 
SRRSGYCKTRI^IGFPP\n^RYTSVVTLVKPHLVKASaUDGKLFNHI£TVra 180 
SRRSGYCKTRLEVGFPPVLERYTSIVTLVKPHLVKASCTDGKLFNHLETIWRFSPGLPGY 178 

PRTCTLOFSISFEFRSLIJiSQIATLFFDEVVKQMVAAFERRACKLYGPETNIPRELMLHB 234 

PRTCTLDFSISFEFRSLLHSQIATLFFDEVVKQMVAAFERRACKLYGPETSIPREUILHE 24 0 

PRTCTLDFSISFEFRSLIiHSQIATLFFDEVVKQMVJUVFERRACKLYGPETNIPREIMi^ 238 

^^^^^^^^ ********* 



Mensch 

Schwein 

Maus 



VHHT 238 
VHHT 244 

IHHT 242 
• *** 



Fig. 10 



M PO PI P2 P3 -RT M 



Fig. 1 1 
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MGNQVEKLTH LSY KEVPTAP PTGVDBDDGP RIGVSYIFSN DDEDVEPQPP 

PQGPDGGGLP DGGDGPPPPQ PQPYDP RLHE VECSVFYBDE CIYQKSgilgG 

aftALSTYTPE KLIiNKC KPGD LVEFVSQAQY PHWAVYVGNF QWHLHRLEV 

INSFLTDASQ GRRG RWMDIi XRYKPLSSSA WRNALAHVG A KERELSWRN 

SESg^UUWCR Y GKREFKIGGE L RIGKQPYRI. QIQjLSJkQRSH TUBgQSLEDL 

IMBK RRNDQI GRAAVLQELA THLHPAEPEE GDSNVARTTP PPGRPPAPSS 
EEEDGEAVAH 



Fig. 12 




Fig. 13 




PCT/EP2003/009i>68 



Fig. 14 



MGNQVEKLTHLSYKEVPTADPTGVDRDDGPRIGVSYIFSNDDEDVEPQPPPQGPDGGGLP 60 
MGNQLDRITHLNYSELPTGDPSGIEKDE-LRVGVAYPFSDDEEDLDERGQPDKEXSVKAPP 5 9 
****::::♦*♦.*.*:**.*♦:*:::♦:. *:**:♦:**:*:♦*:: 

DGGDGPPPPQPQP YDPRUIEVECS VFYRPECIYQK-S FAPGSAALSTYTPENLUJK 115 

GCTPCPESPSRHQHHLLHQLVLNETQFSAFRGQECIFSKVSGGPQGADLSVYAVTALPAL 119 
*.*-: :: ♦:*.:*.* :*♦♦:.* *.*,*♦*.*: * 

CKPGDLVEFVS QAQYPHWAVYVGNFQWHLHRLEVINSFLTDASQGRRGRWN 168 

CEPGDLLELLWLQPAPEPPAPAPHWAVYVGGGQIIHLHQGEIRQDSLYEAGAANVGRWN 17 9 
*:****:*:: ♦ *♦**•***, *. * **♦♦★ 

DLYRYKPLSSSAVVRNALAHVGAKERELSWRNSESFAAWCRYGKREFKIGGELRIGKQP- 227 
SW YRYRPLVAELWQNACGHLGLKSEEICWTNSESFAAWCRFGKREEKAGGEVPAGTQPP 239 

****** . ***** ,*•* *.*;.* ***************** ***• * ** 

YRLQIQLSAQRSHTLEFQSLEDLIMEKRRNDQIGRAAVLQEIATHLHPAEPEEGDSN 284 

QQQYYLKVHLGENECVHTARFHSIJSDLXREKRRIOASGRLRVI^EIADLVDDKE 292 

* *:::*. :: ♦* ,*•*♦**** ♦♦** * ** ****** *....,:. 

VARTTPPPGRPPAPSSEEEDGEAVAH 310 



NSE2 
NSEl 



NSE2 
NSEl 



NSE2 
NSEl 



NSE2 
NSEl 



NSE2 
NSEl 



N$E2 
NSEl 



Fig. 15 
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MGNQVEKLTHLSYKEV PTADPTGVDRDDGPRIGVSY I FSNDDEDVE PQPP 5 0 
++++++++++++++++++++ 

PQGPDGGGLPDGGDGPPPPQPQPYDPRLHEVECSVFYRDECIYQKSFAPG 100 
++++++++++++++++++++++++++ 

SAALSTYTPBNLLNKCKPGDLVEFVSQAQYPHWAVYVGNPQVVHLHRLEV 150 

INSFLTDASQGRRGRVVNDLYRYKPLSSSAVVHNALAaVGAKERELSWBN 200 

SESFAAHCRYGKREFKIGGELRIGKQPYRLQIQLSAQRSHTLEFQSLEDL 2 50 

IMEKRRNDQIGRAAVLQELATHLHPAEPEEGOSNVARTTPPPGRPPAPSS 3 00 

+++++++++++++ +++++++ 

EEEDGEAVAH 310 
+++++++++ 

++++++ possible PEST sequences 

— poor PEST sequences 



Fig. 16 




Fig. 17 
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MAALAPLPPL PAQL KSIQHH UITAQEHDKR DPWAYYCRt ZMdQTGMKID 

SKTPECRKFL S KIMDOLEMi KKQLGDNEAI TQEIVGCAHL ENYALK MBTiY 

ADNBDRACgRF HKMMIK SFYT ASLLIDVITV FGELTDENVK HRKYARWKAT 

YIHNCLKNGE TPQAGPVGIE EDNDIEENED AGAASLPTQP TQPSSSSTYD 

PSNMPSGNYT GIQIPPGAHA PANTPAEVPH STGVASNTIQ PTPQTIPAID 

PALFNTISQG DV RLTPEDFA> RAQKYCKYAG SALQYEDVST AVQNLQKALK 
IiLTTGRE 



Fig. 18 



Mensch 
Maus 



MAAIxAPLPPLPAQLKSIQHHLRTAQEHDKRDPWAYYCRLYAMQTGMKIDSKTPECRKFL 60 
MAAIAPLPPLPAQFKSIQHHIJlTAQEHDKRDPWAYYCRLyAMQTGMKIDSKTPECRKFL 60 

Iririt^ ****************** A 



Mensch 
Maus 



SKLMDQLEALKKQLGDNEAITQEIVGCAHLENYALKMFLYADNEDRAGRFHKNMIKSFYT 120 
SKIWDQLEAIJaCQIX5DNEAVTQBIVGCAHIiENYALKMFLYADNEDRAGRFHKNMIKSryT 120 



Mensch 
Maus 



ASLLIDVITVFGELTDENVKHRKYARWKATYIHNCLKNGETPQAGPVGIEEDNDIEENED 180 
ASLLIDVITVFGELTDENVKHRKYARWKATYIHNCLKNGETPQAGPVGIEEENDVEENED 180 



Mensch 
Maus 



AGAASLPTQPTQPSSSSTYOPSNMPSGNYTGIQIPPGAHAPANTPAEVPHSTGVASNTIQ 240 
VGATSLPTQPPQPSSSSAYDPSNLAPGSYSGIQIPPGAHAPANTPAEVPHSTGVTSNAVQ 240 

^ ********* ^ ******. 4r****. ^ ,*,*;*******************♦****.♦«. .* 



Mensch 
Maus 



PTPQTIP AIDPALFNTISQGDVRLTPEDFARAQKYCKYAGSALQYEDVSTAVQNLQK 2 97 

PSPQTVPAAPAVDPDLY-TASQGDIRLTPEDFARAQKYCKYAGSALQYEDVGTAVQNMK 299 
*•***•* *•** *.,* ****.********************************** 



Mensch 
Maus 



ALKLLTTGRE 307 
ALRLLTTGRE 309 



Fig. 19 
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Fig. 21 
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MAAPBPLRBR 

AGD RLVEVKG 
TCTEEMAQRG 
CHL RKGPQGY 
gWVBGLRHMB 
LPSPVTNGTS 
L8PTAAEAR R 
HGPWASACPB 
RGRETQRCER 



LCRLVRGEQG 
VNVEGETHHQ 
LPPAHDPWEP 
GFKLHSDKSR 
WASIlOaffi D 
PAQLNGGSAC 
RiaPCESTSA 
LPQPQWT6GW 
ESETETERER 



YGFHLHGEKG 
WQR IKAVEG 
KPDWAHTGSH 
PSQYIR SVDP 
EARLLWDPE 
SSRSDLPGSD 
RHRW TGTGSV 
SCHCPEISPS 
ERHRERQRES 



RRSQriR RVE 
QT RLLWDQE 

SSEAGKKDVS 
GSPAARSGLR 
TDEHFKRLRV 
KDTEDGSAWK 
KSSATSEPLP 
PGEPPSCPCP 
BRARGSR6AR 



PGSPAEAAAL 
TMELRR RQL 
GPLRELRPRL 
AQDR LIBVlilG 
TPTEEHVEGP 
QDPFQES6LB 
ACLGTLGPLP 
PGTGGLWQQD 
AFAALPGPAD 



Fig. 22 




Fig. 23 
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Fig. 25 
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BMEC AOEC Gehim Heiz Niere Leber Plexus Mfiz Testis 



Fig. 27 
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Fig. 28 



6,5 kb 





-V A V * " * • 
. ' . ..*:.-*. 

:'^}"% -...v: jrV 
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-28S 



-18S 



Fig. 29 
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Fig. 31 
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HSHOVl: 48 MLSLCICGTAITSQYIAERYKVNTPMLQSFINYCLLFLIYTVMLAFRSGSDNLLVILKRK 107 

MLSLCICGTAITSQYLAE+yKVNTPMLQSFINyCLLFLiyT+MLAF+SG++NLL ILK+K 
PNOVl: X MLSLCICGTAITSQYLAEKyKVOTPMLQSPINYCIiLFLIYTMMIJ^SGmiNLLCIIJ^ 60 

HSNOVl: 108 WWKYILIXSLADVEANYVlVRAYQYTTLTSVQLLDCFGIPVIilALSWFILHARYRVIHFIA 167 

WWKYILIX3IJU)VEANY+IVRAYQYTTLTSVQLLIX:EX3IP\njMALSWFIL+ARYRVIHFI^ 
PNOVl: 61 WWKYILLGLADVEANYLIVRAYQYTTLTSVQLLDCPGIPVIMALSWFILYARYRVIHFIA 120 

HSNOVl: 168 VAVCLLGVGTMVGADILAGREDNSGSDVLIGDILVLLGASLYAISNVCEEYIVKKLSRQE 227 

VAVCLLGVGTMVGADILAGREDNSGSDVLIGD-f-LVLLGASLYA-l-SMVCEEYIVKKLSRQE 
PNOVl: 121 VAVCLIXSVGltfVGADIIAGREDNSGSDVLIGDVLVLLGASLYAVSNVCXIE^ 180 

HSNOVl: 228 FIXaiVGLFGTIISGIQLLIVEYKDIASIHWDWKlAIJ.FVAFAI.CMFCLYS™PLVIKVTS 287 

FLGMVGLFGTIISGIQLLIVEYBCDIASIHWDWKIALLFVAFALCMFCLYSEWPLVIKVTS 
PNOVl: 181 FIX3MVGLFGTIISGIQLLIVEYKDIAS1HWDWKIALLFVAFALCMFCLYSFMPLVIKVTS 240 

HSNOVl: 288 ATSVNLGILTADLYSLFVGLFLFGYKFSGLYILSFTVIMVGFILYCSTPTRTAEPAESSV 347 

ATSVNLGILTADLYSLF GLFLFGYKFS6LYILSF VIMVGFILYCSTPTRTAEPAESSV 
PNOVl: 241 ATSVNLGILTADLYSLFFGLFLFGYKFSGLYILSFAVIMVGFILYCSTPTRTAEPAESSV 300 

HSNOVl: 348 -PPVTSIGIDNLGLKLEENLQETHSAVL 374 

PPVTSIGIDNLGLKLEENL ETHS' L 
PNOVl: 301 PPPVTSIGIDNLGLKLEENLPETHSVAL 328 



Fig. 32 




400 



Fig. 33 
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Fig. 35 




Fig. 36 




WO 2004/029631 



PCT/£P2003/0099d8 



1/30 



SEQOENZPROTOKOLL 



<110> Esplora GmbH 

<120> Verfahren zur Identif izieriing BHS-spezif ischer Proteine 
und Fraginente davon 

<130> 12186W0 

<140> 
<141> 

<160> 58 

<170> Patentin Ver* 2.1 

<210> 1 
<211> 323 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kilnst lichen Sequenz: Klon S129 
aus BMEC aus Schweinehirn 

<400> 1 

ctgcagccga ggacaacact gattcgagcc gtgacctacc ggccgcggga attcgattta 60 
tggtgaaaat cgccttcaat acacccgcag cggtgcaaaa agaggaggcg cagcaagacg 120 
tggaggccct cgtaagccat acggtccgtg ctcagatcct gactggcaag gaactccaag 180 
ttgccactaa ggaaaaagag ggcttctctg ggagatgcat gcttactctc gtaggccttt 240 
ccttcatctt ggcaggactt attgttggtg gagcctgcat ttacaagtac ttcatgccca 300 
agagtaccat actaccatgg aga 323 



<210> 2 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 



<210> 3 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichign Sequenz: Primer 
<400> 3 

gttgcctctc actcttgaca ga 22 



<400> 2 

acctccattg ttatgcctcc ta 



22 



<210> 4 
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<211> 1598 
<212> DNA 
<213> Schwein 

5 <220> 

<221> CDS 

<222> (119).. (910) 

<400> 4 

10 gcggccgcta gcataaagaa ggtgattcta agcctagcgc tatcttctcc tagtccagcc 60 

tgcagccgag gacaacactg attcgagccg tgacctaccg gccgcgggaa ttcgattt 118 

atg gtg aaa ate gcc ttc aat aca ccc gca gcg gtg caa aaa gag gag 166 
15 Met Val Lys lie Ala Phe Asn Thr Pro Ala Ala Val Gin Lys Glu Glu 
1 5 10 15 

gcg cag caa gac gtg gag gcc etc gta age eat acg gtc cgt get eag 214 
Ala Gin Gin Asp Val Glu Ala Leu Val Ser His Thr Val Arg Ala Gin 
20 20 25 30 

ate ctg act ggc aag gaa etc caa gtt gcc act aag gaa aaa gag ggc 262 

lie Leu Thr Gly Lys Glu Leu Gin Val Ala Thr Lys Glu Lys Glu Gly 
35 40 45 

25 

ttc tct ggg aga tgc atg ett act etc gta ggc ett tec tte ate ttg 310 

Phe Ser Gly Arg Cys Met Leu Thr Leu Val Gly Leu Ser Phe He Leu 
50 55 60 

30 gca gga ett att gtt ggt gga gcc tgc att tac aag tac ttc atg ccc 358 
Ala Gly Leu He Val Gly Gly Ala Cys He Tyr Lys Tyr Phe Met Pro 
65 70 75 80 

aag agt ace ate tac eat gga gag atg tgc tte ttt gat tct gcg gac 406 
35 Lys Ser Thr He Tyr His Gly Glu Met Cys Phe Phe Asp Ser Ala Asp 

85 90 95 

cct gca aat ttc etc caa gga gga gag ccc tac ttc ctg cet gtg atg 454 
Pro Ala Asn Phe Leu Gin Gly Gly Glu Pro Tyr Phe Leu Pro Val Met 
40 100 105 110 

gaa gag get gat att cgt gaa gat gac aac att gca ate att gat gtg 502 
Glu Glu Ala Asp He Arg Glu Asp Asp Asn He Ala He He Asp Val 
115 120 125 

45 

cct gtc ccc agt ttc tct gat agt gac cct gca gca att att cat gae 550 
Pro Val Pro Ser Phe Ser Asp Ser Asp Pro Ala Ala He He His Asp 
130 135 140 

50 ttt gaa aag ggc atg act get tac ctg gac ttg ctg ctg ggg aac tgc 598 
Phe Glu Lys Gly Met Thr Ala Tyr Leu Asp Leu Leu Leu Gly Asn Cys 
145 150 155 160 

tat ctg atg ccc etc aat ace tec att gtt atg cct cct aag tat etc 646 
55 Tyr Leu Met Pro Leu Asn Thr Ser He Val Met Pro Pro Lys Tyr Leu 

165 170 175 
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gtg gag etc ttt ggc aaa ctg gca cgt ggc aaa tac etc ect cac get 694 
Val Glu Leu Phe Gly Lys Leu Ala Arg Gly Lys Tyr Leu Pro His Ala 
180 185 190 

5 tat gtg gtt cat gaa gac ctg gtt get gtg gaa gag att cat gat gtt 742 
Tyr Val Val His Glu Asp Leu Val Ala Val Glu Glu lie His Asp Val 
195 200 205 

agt aac ctt ggc ate ttt att tac caa ctt tgc aac aac cgc aag tct 790 
xo Ser Asn Leu Gly lie Phe He Tyr Gin Leu Cys Asn Asn Arg Lys Ser 
210 215 220 

ttc cgc ctt cgt aga aga gac etc ttg ctg ggt ttc aac aaa cgt gee 838 
Phe Arg Leu Arg Arg Arg Asp Leu Leu Leu Gly Phe Asn Lys Arg Ala 
15 225 230 235 240 

att gat aag tgc tgg aag att aga cac ttc ccc aat gaa ttt att gtt 886 
He Asp Lys Cys Trp Lys He Arg His Phe Pro Asn Glu Phe He Val 
245 250 255 

20 

gag ace aag ate tgt caa gag tga gaggcaacag aaaaagagtg tacttagtaa 940 
Glu Thr Lys He Cys Gin Glu 
260 



25 


taggaagtca 


aagatttaca 


atatgacttc 


. aatattaaag 


tgtgtaggac 


attcaagata 


1000 




tttactcatg 


catttcctet 


attgcttata 


cttaaaaaaa 


agaaagaaaa 


taaaaactac 


1060 


30 


taaccattge 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaagta 


ctagtcgacg 


cgtggccaga 


aactgaaatg 


1120 


aaatgatttt 


tatgtttttc 


ettttgaatt 


tatagggttt 


atgttttntt 


gaatgcaatg 


1180 




tgaaggtgtt 


ggctaacatc 


ctgacaatga 


attccatcce 


ttgtgtatat 


gtgtgtcttt 


1240 


35 


aaaagtaaaa 


tyttcartca 


tatggtaaaa 


catgttttaa 


atttaaaata 


tttaaaattg 


1300 




ttttcaacct 


ttttgtgtag 


cgcttgtcaa 


atatcttaac 


attgtcttgt 


tttgttttca 


1360 


40 


ttgtgtgcaa 


ctttcctgaa 


tttagaaatt 


aaatttttgc 


atttatgtta 


ggtgttctgt 


1420 


aatagatatg 


acttatatgt 


gaaaaacttt 


cataaagaag 


tcattttcac 


taatreagtg 


1480 




actctcactg 


gtaactgtat 


tgtgaaatgc 


acaaaactgt 


tttagtgetg 


aatgctataa 


1540 


45 


ggaatttagg 


ttgtatgaat 


tctacaatcc 


tataataaat 


tttaccatat 


tcaaaaaa 


1598 



<210> 5 
<211> 263 
50 <212> PRT 

<213> Schwein 

<400> 5 

Met Val Lys He Ala Phe Asn Thr Pro Ala Ala Val Gin Lys Glu Glu 
55 1 5 10 15 

Ala Gin Gin Asp Val Glu Ala Leu Val Ser His Thr Val Arg Ala Gin 

20 25 30 

He Leu Thr Gly Lys Glu Leu Gin Val Ala Thr Lys Glu Lys Glu Gly 
35 40 45 



m 
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Phe Ser Gly Arg Cys Met Leu Thr Leu Val Gly Leu Ser Phe He Leu 

50 55 60 

Ala Gly Leu He Val Gly Gly Ala Cys He Tyr Lys Tyr Phe Met Pro 
^5 70 75 80 

Lys Ser Thr He Tyr His Gly Glu Met Cys Phe Phe Asp Ser Ala Asp 

85 90 95 

Pro Ala Asn Phe Leu Gin Gly Gly Glu Pro Tyr Phe Leu Pro Val Met 

100 105 110 

Glu Glu Ala Asp He Arg Glu Asp Asp Asn He Ala He He Asp Val 

115 120 125 

Pro Val Pro Ser Phe Ser Asp Ser Asp Pro Ala Ala He He His Asp 

130 135 140 

Phe Glu Lys Gly Met Thr Ala Tyr Leu Asp Leu Leu Leu Gly Asn Cys 
, "0 155 160 

Tyr Leu Met Pro Leu Asn Thr Ser He Val Met Pro Pro Lys Tyr Leu 

165 170 175 

Val Glu Leu Phe Gly Lys Leu Ala Arg Gly Lys Tyr Leu Pro His Ala 

180 185 190 

Tyr Val Val His Glu Asp Leu Val Ala Val Glu Glu He His Asp Val 

195 200 205 

Ser Asn Leu Gly He Phe He Tyr Gin Leu Cys Asn Asn Arg Lys Ser 

210 215 220 . 

Phe Arg Leu Arg Arg Arg Asp Leu Leu Leu Gly Phe Asn Lys Arg Ala 

230 235 240 

He Asp Lys Cys Trp Lys He Arg His Phe Pro Asn Glu Phe He Val 

245 250 255 

Glu Thr Lys He Cys Gin Glu 
260 



<210> 6 
<211> 814 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kflnstlichen Sequenz: Klon S231 
aus BMEC aus Schweinehirn 



<400> 6 

acatttcttt aggttcattc tggttaaggg 
gggctgggga taaagcagtt ggcaagcaaa 
atttaatgat cacatgagta tagaaagctg 
gatatatcca aaagagattc tatgttaaaa 
ttcccttgtc ttttactttg tttctgtgac 
tgggtgggtt gtcctagtac tgtattttgg 
tabtataatt gtgaatattt tgakacraat 
tctgattccc ttcactgtgt gaatgttttc 
ctaatgacac tcattcctaa ttaagttttc 
tccgagatat tgagctactt tctgataatg 
gcaactgaat gttgttaagt atagttttat 
aaaagaaact tcataagcta atacattaga 
ttatggcatt aaggaatgag atacttgtaa 
gtgtcttcac aattcaaaag atatgcctca 



gatgttcgag ggtgggccac caaattgtct 60 
aactatggga tgatgaactt ttcaatwatg 120 
ttttgagtgc tgaaacagac ttacctatca 180 
agtcagacta tgactggagt gaaccatgta 240 
atttatgttt catgtaactt gcattatggt 300 
cttcttcttt aataggattg atatttcata 360 
gtttataact ctaggcatat aaaaacagat 420 
tgttgaaaaa atggaggata aatatggata 480 
aatcagtttg atttggataa cttgcattta 540 
catcaagcat ttctaccata actctttcac 600 
cttgctttaa ttaaacttct taagcaaaaa 660 
gaaaggttat gatcttgaat cnagaatggc 720 
attttctttg aaacagccaa ctcctctgtt 780 
ctgt 814 



<210> 7 
<211> 22 
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<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

5 <223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 7 

ccataactct ttcacgcaac tg 22 

10 

<210> 8 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

15 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 



<210> 9 

<211> 22 

25 <212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnst lichen Sequenz: Primer 

30 

<400> 9 

ggtattgctg gctggtatct tt 22 

35 <210> 10 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
40 <220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 10 

atgtaggaat agccgtggtg at 22 



<2i0> 11 
<211> 22 
<212> DNA 
50 <213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Primer 
55 <400> 11 

ggtctttgtg ttccagctct tc 22 



20 



<400> 8 

acaacagagg agttggctgt tt 



22 



<210> 12 
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<211> 23 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
5 <220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 12 

ttctcaggac cagatagaga acg 23 

10 

<210> 13 
<211> 483 
<212> DNA 
15 <213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnst lichen Sequenz: Klon S231 
aus BMEC aus Schweinehirn 

20 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) (480) 

25 <400> 13 

atg ttg gtg tta ctg get ggt ate ttt gtg gtc cac ate gee act gtc 48 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Phe Val Val His He Ala Thr Val 
15 10 15 

30 gtc atg ctg ttc gtt tgc acc att gcc aat gtc tgg gtg gtc tea gat 96 
Val Met Leu Phe Val Cys Thr lie Ala Asn Val Trp Val Val Ser Asp 
20 25 30 

gcg gga caa gga tct gtc ggt ctt tgg aaa aac tgt acc agt get ggc 144 
35 Ala Gly Gin Gly Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Ser Ala Gly 
35 40 45 

tgt act gat acc ctg tta tac ggc ggt gaa gat gcc etc aag teg gtg 192 
Cys Thr Asp Thr Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Asp Ala Leu Lys Ser Val 
40 50 55 60 

cag gcc ttc atg ate ctg tct ate ate ttc tct gtc gtc tec etc gtg 240 

Gin hla Phe Met He Leu Ser He He Phe Ser Val Val Ser Leu Val 

65 70 75 80 

45 

gtc ttt gtg ttc cag etc ttc acc atg gag aaa ggc aac cgc ttc ttc 288 

Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 

85 90 95 

50 etc teg gga gee acc atg ctg gtg tgc tgg ctg tgc ate atg gtg ggg 336 
Leu Ser Gly Ala Thr Met Leu Val Cys Trp Leu Cys He Met Val Gly 
100 105 110 



gcc tec gtc tat act cat cat tat gcc aac agt tct aaa aac caa tac 384 
55 Ala Ser Val Tyr Thr His His Tyr Ala Asn Ser Ser Lys Asn Gin Tyr 
115 120 125 
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teg gcg agt cac cat ggc 
Ser Ala Ser His His Gly 
130 

tgc ttc age tte ate ate 
Cys Phe Ser Phe lie lie 
145 150 

taa 



tat tee ttc ate etc gee 
Tyr Ser Phe He Leu Ala 
135 140 

gge gtt etc tat ctg gte 
Gly Val Leu Tyr Leu Val 
155 



tgg ate tgc tte 432 
Trp He Cys Phe 



ctg aga aag aaa 480 
Leu Arg Lys Lys 
160 

483 



<210> 14 
<211> 160 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kOnstliehen Sequenz: Klon S231 
aus BMEC aus Schweinehirn 

<400> 14 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Phe Val Val His He Ala Thr Val 
i 5 10 15 

Val Met Leu Phe Val Cys Thr He Ala Asn Val Trp Val Val Ser Asp 
20 25 30 

Ala Gly Gin Gly Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Ser Ala Gly 
35 40 45 

Cys Thr Asp Thr Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Asp Ala Leu Lys Ser Val 
50 55 60 

Gin Ala Phe Met He Leu Ser He He Phe Ser Val Val Ser Leu Val 
65 70 75 80 

Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

Leu Ser Gly Ala Thr Met Leu Val Cys Trp Leu Cys He Met Val Gly 
100 105 110 

Ala Ser Val Tyr Thr His His Tyr Ala Asn Ser Ser Lys Asn Gin Tyr 
115 120 125 

Ser Ala Ser His His Gly Tyr Ser Phe He Leu Ala Trp He Cys Phe 
130 135 140 

Cys Phe Ser Phe He He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
145 150 155 160 



<210> 15 
<211> 513 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanst lichen Sequenz: Klon S012 
aus BMEC aus Schweinehirn 
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<400> 15 

acatagaatt caatcaagtg taattcagaa taatgtgtat attagcatat ttacagtaat 60 
gggatgtcat cgctattgtt agaatactga catcactttt ctgagcagaa attgaaactg 120 
s taaatttaac cttttaatta tcacctcacc tgaaaaggtt ggttgagata ctcacgcagc 180 
atgtattata ttaaccatgt catgtttaag ttattaaatt cagattattt ataacttatt 240 
atcttagggc ctgcctcatg tcttctaggg tatttgagta atcatcctat atttaaagtt 300 
aaaactttga cttaaaaaac actgttaatg aaagttccct agcgcttttc ttattttcaa 360 
attggtctta tgggtagtag tagagaattc catgctgttc tgaggctagc ttccaggtaa 420 
10 acagtgattt tttttttctt tttttctttc tttcttggtg agtggtccag agttttaagc 480 
tacttttctc aaagtttcaa ccctttccca ggt 513 



<210> 16 
15 <211> 22 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 

20 <223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer 
<400> 16 

gtatcgggag tggaggatta ca 22 

25 

<210> 17 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

30 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 17 

35 cccgaggtat atttgtttct gg 22 



<210> 18 
<211> 1674 
40 <212> DNA 

<213> Schwein 

<220> 
<221> CDS 
45 <222> (40) -.(774) 

<400> 18 

ccgtctgcct ggtcccarag gcgcaccggc ttcggtaac atg ttt gtg gca get 54 

Met Phe Val Ala Ala 

50 15 

egg aca ggc cag aga acc ttg aga aag gtg gtc teg gga tgc cgt cca 102 
Arg Thr Gly Gin Arg Thr Leu Arg Lys Val Val Ser Gly Cys Arg Pro 
10 15 20 



55 



aaa teg gcg aca geg act gga gtc ecg get cet gcg eag ggg ect eeg 150 
Lys Ser Ala Thr Ala Thr Gly Val Pro Ala Pro Ala Gin Gly Pro Pro 
25 30 35 



m ^ 
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egg 


aac 
Asn 


ate 
lie 
40 


aga tac 
Arg Tyr 


tta 
Leu 


gcc 
Ala 


tec tgt ggt 
Ser Cys Gly 
45 


ata 
He 


ctg 
Leu 


atg 
Met 
50 


aac 
Asn 


aga 
Arg 


act 
Thr 


198 


5 


ctt 
Leu 


cca 
Pro 
55 


ctg 
Leu 


cat 
His 


tec 
Ser 


tea 
Ser 


ttt 
Phe 
60 


ttg 
Leu 


cct 
Pro 


aag 
Lys 


gag 
Glu 


atg 

Met 
65 


tat 


gca 
Ala 


aga 


acc 


246 


10 


ttc 
Phe 
70 


ttc 
Phe 


aga 
Arg 


att 
He 


get 
Ala 


gea 
Ala 
75 


cca 
Pro 


tta ata 
Leu .He 


aac 
Asn 


aaa 
Lvs 
80 


aga 
Are 


aaa 
Lvs 


gaa 
Glu 


tat 
Tvr 


tea 
Ser 
85 


294 


15 


gag 
Glu 


agg 
Arg 


agg 
Arg 


att 
He 


ata 
He 
90 


gga tat 
Gly Tyr 


tct 
Ser 


atg 
Met 


cag 
Gin 
95 


gaa 
Glu 


atg 
Met 


tat 
Tvr 

* Jr * 


gac 
Asp 


gta 
Val 
100. 


gta 
Val 


342 


20 


teg 
Ser 


gga 
Gly 


atg 
Met 


gaa gat 
Glu Asp 
105 


tac 
Tyr 


aag 
Lys 


cat 
His 


ttt 
Phe 
110 


gtg 
Val 


cct 
Pro 


tgg 
Tro 


tgc 
Cys 


aaa 
Lys 
115 


aaa 
Lys 


tea 
Ser 


390 


gat 
Asp 


gta 
Val 


ata 
lie 
120 


tea agg 
Ser Arg 


aga 
Arg 


tct 
Ser 


gga tac tgc 
Gly Tyr Cys 
125 


aaa 
Lys 


aca 
Thr 


cga 
Arg 
130 


tta 


gaa 


att 


438 


25 


ggg 

Gly 


ttt 
Phe 
135 


cca 
Pro 


ccc 
Pro 


gta 
Val 


ttg 
Leu 


gag 
Glu 
140 


cgc 
Arg 


tat 
Tyr 


acg 
Thr 


tea 

Cat* 


gta 

V cix 

145 


gta 

V ox 


acc 


ttg 

Leu 


gtg 

vcix 


486 


30 


aaa 

Lvs 
150 


cca 
Pro 


cat 
His 


ttg 
Leu 


gta 
Val 


aag 
Lys 
155 


gca 
Ala 


tec tgt gca 
Ser Cys Ala 


gat 
160 


ggg 

ox 


aag 


etc 


ttt 


aat 
Asn 
165 


534 


35 


cac 
His 


tta 
Leu 


gag 
Glu 


act 
Thr 


gtt 
Val 
170 


tgg cgt 
Trp Arg 


ttt 
Phe 


age 
Ser 


cca 
Pro 
175 


ggt 


ctt 
Leu 


cct 
Pro 


ggc 


tac 
Tyr 
180 


cca 
Pro 


582 


40 


aga 

Arrr 


act 
Thr 


tgt 
Cys 


act 
Thr 
185 


ttg 
Leu 


gat 
Asp 


ttt 
Phe 


tea 
Ser 


att 
He 
190 


tct 
Ser 


ttt 

It 11 6 


gaa 

OJ.U 


ttt 
IT lie 


cga 
Arg 
195 


tea 
Ser 


ctt 
Leu 


630 


Ctg 
Leu 


cac 
His 


tct 
Ser 
200 


cag 
Gin 


Ctt 

Leu 


gcc 
Ala 


aca 
Thr 


ttg 
Leu 
205 


ttt 
Phe 


ttt 
Phe 


gat 
Asp 


gaa 
Glu 


gtt 
Val 
210 


gtg 
Val 


aag 
Lys 


cag 
Gin 


678 


45 


atg 
Met 


gta 
Val 
215 


get 
Ala 


get 
Ala 


ttt 
Phe 


gaa aga 
Glu Arg 
220 


aga gca tgt 
Arg Ala Cys 


aaa 
Lys 


ctg 
Leu 
225 


tat 
Tyr 


ggt 
Gly 


cca 
Pro 


gaa 
Glu 


726 


50 


aca 
Thr 
230 


agt 
Ser 


ata 
He 


cct egg 
Pro Arg 


gaa 
Glu 
235 


tta 
Leu 


atg 
Met 


ctt 
Leu 


cat 
His 


gaa 
Glu 
240 


gtt 
Val 


cat 
His 


cac 
His 


aca 
Thr 


taa 
245 


774 



gagaaaagga aatggttgcc tacttgtaac tagtttattc acttttagga agtgctttca 834 
55 tcattttgct ytcagaaggc agaaagcatt tgtcaaacac agctttgata taaacctgta 894 
ctttgcactt ggaatatgga accacatgta catagaatte aatcaagtgt aattcagaat 954 
aatgtgtata ttagcatatt tacagtaatg ggatgtcatc gctattgtta gaataetgae 1014 
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atcacttttc tgagcagaaa ttgaaactgt aaatttaacc ttttaattat cacctcacct 1074 
gaaaaggttg gttgagatac tcacgcagca tgtattatat taaccatgtc atgtttaagt 1134 
tattaaattc agattattta taacttatta tcttagggcc tgcctcatgt cttctagggt 1194 
atttgagtaa tcatcctata tttaaagtta aaactttgac ttaaaaaaca ctgttaatga 1254 
aagttcccta gcgcttttct tattttcaaa ttggtcttat gggtagtagt agagaattcc 1314 
atgctgttct gaggctagct tccaggtaaa cagtgatttt ttttttcttt ttttctttct 1374 
ttcttggtga gtggtccaga gttttaagct acttttctca aagtttcaac cctttcccag 1434 
gtactttgac tactatttca gtaatgttga ttgtgtgtca agttttgtct acagcagtgg 14 94 
gcaatagatg aaggaagtcg gttgatatgt ctccaacacc atgcattctg attttctatt 1554 
tattgtgtat actcactttc aataatgtat ttccaactga tatttttgta aacaaatcag 1614 
tgtaaggact gaagtggtaa cttaataaag ttaatttgtt taaaaaataa aaaaaaaaaa 1674 

<210> 19 
<211> 244 
<212> PRT 
<213> Schwein 

<400> 19 

Met Phe Val Ala Ala Arg Thr Gly Gin Arg Thr Leu Arg Lys Val Val 

1 5 10 15 

Ser Gly Cys Arg Pro Lys Ser Ala Thr Ala Thr Gly Val Pro Ala Pro 

20 25 30 

Ala Gin Gly Pro Pro Arg Asn lie Arg Tyr Leu Ala Ser Cys Gly lie 

35 40 45 

Leu Met Asn Arg Thr Leu Pro Leu His Ser Ser Phe Leu Pro Lys Glu 

50 55 60 

Met Tyr Ala Arg Thr Phe Phe Arg lie Ala Ala Pro Leu He Asn Lys 
65 70 75 80 

Arg Lys Glu Tyr Ser Glu Arg Arg He He Gly Tyr Ser Met Gin Glu 

85 90 95 

Met Tyr Asp Val Val Ser Gly Met Glu Asp Tyr Lys His Phe Val Pro 

100 105 110 

Trp Cys Lys Lys Ser Asp Val He Ser Arg Arg Ser Gly Tyr Cys Lys 

115 120 125 

Thr Arg Leu Glu He Gly Phe Pro Pro Val Leu Glu Arg Tyr Thr Ser 

130 135 140 

Val Val Thr Leu Val Lys Pro His Leu Val Lys Ala Ser Cys Ala Asp 
145 150 155 160 

Gly Lys Leu Phe Asn His Leu Glu Thr Val Trp Arg Phe Ser Pro Gly 

165 170 175 

Leu Pro Gly Tyr Pro Arg Thr Cys Thr Leu Asp Phe Ser He Ser Phe 

180 185 190 

Glu Phe Arg Ser Leu Leu His Ser Gin Leu Ala Thr Leu Phe Phe Asp 

195 200 205 

Glu Val Val Lys Gin Met Val Ala Ala Phe Glu Arg Arg Ala Cys Lys 
210 215 220 
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Leu Tyr Gly Pro Glu Thr Ser He Pro Arg Glu Leu Met Leu His Glu 
225 230 235 240 

Val His His Thr 



<210> 20 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 20 

cgcgtggtga atgatctgta 

<210> 21 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer 
<400> 21 

ctccatgatc aggtcctcca g 



<210> 22 
<211> 607 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: partielle 
CDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(192) 

<400> 22 

gag gac ctg ate atg gag 

Glu Asp Leu He Met Glu 
1 5 

gcg gtg eta cag gag ctg 
Ala Val Leu Gin Glu Leu 
20 

gag ggc gae age gae gee 
Glu Gly Asp Ser Asp Ala 
35 

cag gcg ccg ggc caa gag 
Gin Ala Pro Gly Gin Glu 
50 



aaa egg cgc aac gae cag at a ggg cgc gee 48 
Lys Arg Arg Asn Asp Gin He Gly Arg Ala 
10 15 

gcc acg cac ctg cac ccc gcg gag ccg gac 96 
Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 
25 30 

gcg egg act acg ccg cct ccc ggg cgc tec 144 
Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly Arg Ser 
40 45 

gag gag gae cga gag gcg gtg gtg cac tga 192 
Glu Glu Asp Arg Glu Ala Val Val His 
55 60 
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caggcgagct 


gagtgcggag 


ctgcgtgagg 


gagcctttgc agcagccgct 


gccccctccc 


252 


ttctctccct 


ccctcc^cca 




ggtcccaact gggctcctgg gccatttgga 


312 


aaacggagag 


ttggcgaaaa 


gcgctgccag 


ctgtggcttg agtttgttat 


cttggacgga 


372 


ggaggaagag 


ggagcagctt 


ccatggaccc 


ctgatcacta cttgaggaga 


attttcctgt 


432 


ggattcaact 


gactagctat 


tgtgatgtaa 


gcagtttgag gtgactggcc 


cagcaggagt 


492 


gagaagaatt 


tatcttcagc 


ataaacttca 


ttattctaca gtgtttcttc 


atttgcctga 


552 


gaggtaagga 


tgctatgtag 


acagaaacaa 


aggaagaaaa aaaaaaaaaa 


aaaaa 


607 



<210> 23 
<211> 63 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kUnst lichen Sequenz: partielle 
CDNA-Sequenz von NSE2 aus Schwein 

<400> 23 

Glu Asp Leu lie Met Glu Lys Arg Arg Asn Asp Gin lie Gly Arg Ala 

1 5 10 15 

Ala Val Leu Gin Glu Leu Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 

20 25 30 

Glu Gly Asp Ser Asp Ala Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly Arg Ser 

35 40 45 

Gin Ala Pro Gly Gin Glu Glu Glu Asp Arg Glu Ala Val Val His 



<210> 24 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer 
<400> 24 

cgagaccctg tggtggctta ttac 

<210> 25 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnst lichen Sequenz: Primer 



50 



55 



60 



<400> 25 

ctggtgtatt agctggagcg tgtg 



24 



• 
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<210> 26 
<211> 586 
<212> DNA 
<213> Schwein 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (585) 

<400> 26 

cga gac cct gtg gtg get tat tac tgt cgt tta tat gca atg caa act 48 

Arg Asp Pro Val Val Ala Tyr Tyr Cys Arg Leu Tyr Ala Met Gin Thr 
15 10 15 

gga atg aag att gat agt aaa act cct gaa tgt cgt aaa ttt tta tea 96 
Gly Met Lys lie Asp Ser Lys Thr Pro Glu Cys Arg Lys Phe Leu Ser 
20 25 30 

aag ctg atg gat cag tta gaa get ctt aag aaa cag ttg ggt gac aat 144 
Lys Leu Met Asp Gin Leu Glu Ala Leu Lys Lys Gin Leu Gly Asp Asn 
35 40 45 

gaa get gtt act caa gaa ata gtt ggt tct gcc cac ttg gag aat tat 192 
Glu Ala Val Thr Gin Glu He Val Gly Ser Ala His Leu Glu Asn Tyr 
50 55 60 

get ttg aaa atg ttt tta tat gca gat aat gaa gat egg get ggg cga 240 
Ala Leu Lys Met Phe Leu Tyr Ala Asp Asn Glu Asp Arg Ala Gly Arg 
65 70 75 80 

ttt cat aaa aac atg ate aag tec tte tat act gca agt ctt tta ata 288 
Phe His Lys Asn Met He Lys Ser Phe Tyr Thr Ala Ser Leu Leu lie 
85 90 95 

gat gtc ata aca gtg ttt gga gaa etc act gat gaa aat gtg aaa cac 336 
Asp Val He Thr Val Phe Gly Glu Leu Thr Asp Glu Asn Val Lys His 
100 105 110 

aga aag tat gea agg tgg aag gca aca tat att cat aat tgt tta aag 384 
Arg Lys Tyr Ala Arg Trp Lys Ala Thr Tyr He His Asn Cys Leu Lys 
115 120 125 

aat gga ggg act cct caa gca ggt cct gtg ggc att gaa gaa gat aat 432 
Asn Gly Gly Thr Pro Gin Ala Gly Pro Val Gly He Glu Glu Asp Asn 
130 135 140 

gac ata gaa gaa aat gaa gat get gga gca ace tct ctg ccc act cag 480 
Asp He Glu Glu Asn Glu Asp Ala Gly Ala Thr Ser Leu Pro Thr Gin 
145 150 155 160 

eca cct cag eca tea tct tec act tat gac cca ggc aac atg eca teg 528 
Pro Pro Gin Pro Ser Ser Ser Thr Tyr Asp Pro Gly Asn Met Pro Ser 
165 170 175 

age age tat act gga ata cag att cct ccc ggt gca cac get cca get 576 
Ser Ser Tyr Thr Gly He Gin He Pro Pro Gly Ala His Ala Pro Ala 
180 185 190 



m 
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aat aca cca g 5B6 
Asn Thr Pro 
195 



<210> 27 

<211> 195 

<212> PRT 

<213> Schwein 

<400> 27 

Arg Asp Pro Val Val Ala Tyr Tyr Cys Arg Leu Tyr Ala Met Gin Thr 
15 10 15 

15 Gly Met Lys He Asp Ser Lys Thr Pro Glu Cys Arg Lys Phe Leu Ser 
20 25 30 

Lys Leu Met Asp Gin Leu Glu Ala Leu Lys Lys Gin Leu Gly Asp Asn 
35 40 45 



10 



20 



30 



35 



Glu Ala Val Thr Gin Glu He Val Gly Ser Ala His Leu Glu Asn Tyr 
50 55 60 



Ala Leu Lys Met Phe Leu Tyr Ala Asp Asn Glu Asp Arg Ala Gly Arg 

25 65 70 75 80 

Phe His Lys Asn Met He Lys Ser Phe Tyr Thr Ala Ser Leu Leu He 

85 90 95 



Asp Val He Thr Val Phe Gly Glu Leu Thr Asp Glu Asn Val Lys His 
100 105 110 

Arg Lys Tyr Ala Arg Trp Lys Ala Thr Tyr He His Asn Cys Leu Lys 
115 120 125 

Asn Gly Gly Thr Pro Gin Ala Gly Pro Val Gly He Glu Glu Asp Asn 
130 135 140 



Asp He Glu Glu Asn Glu Asp Ala Gly Ala Thr Ser Leu Pro Thr Gin 

40 145 150 155 160 

Pro Pro Gin Pro Ser Ser Ser Thr Tyr Asp Pro Gly Asn Met Pro Ser 
165 170 175 

45 Ser Ser Tyr Thr Gly He Gin He Pro Pro Gly Ala His Ala Pro Ala 
180 185 190 



Asn Thr Pro 
195 



50 



<210> 28 
<211> 20 
55 <212> DNA 

<213> KUnstliche 



Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
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10 



25 



50 



55 



<400> 28 

aaaaggcccc cagggttacg 20 

<210> 29 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 



<400> 29 

15 ggagtgggca gcaggtgagc 20 

<210> 30 
<211> 21 
20 <212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer 



<400> 30 

ttaacctgca cagcgacaag t 21 



30 <210> 31 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 

<400> 31 

ttgctgaaga tctcacgctt c 21 

40 

<210> 32 

<211> 1194 

<212> DNA 

45 <213> Schwein 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (741) 



<400> 32 

acg gac gag gag etc cgc agg cgc cag ctg act tgc acc gag gag atg 48 
Thr Asp Glu Glu Leu Arg Arg Arg Gin Leu Thr Cys Thr Glu Glu Met 
1 5 10 15 

gcc cag cga ggg ctg ccg act gcc ctt gac ccc tgg gag ccg aag gcg 96 
Ala Gin Arg Gly Leu Pro Pro Ala Leu Asp Pro Trp Glu Pro Lys Ala 
20 25 30 



m 



wo 2004/029631 



PCT/EP2003/009968 



16^0 



gac tgg gcg ccc gca ggc age etc age ggt gag gee ggc eag aag gat 
Asp Trp Ala Pro Ala Gly Ser Leu Ser Gly Glu Ala Gly Gin Lys Asp 
35 40 45 

gtc aac ggg ccc ctg agg gag ctg cgc cca agg etc tgc cac ctg cga 
Val Asn Gly Pro Leu Arg Glu Leu Arg Pro Arg Leu Cys His Leu Arg 
50 55 60 

aaa ggc eee eag ggt tac ggg ttt aac ctg cac age gac aag tec egg 
Lys Gly Pro Gin Gly Tyr Gly Phe Asn Leu His Ser Asp Lys Ser Arg 
65 70 75 80 

cat gga cag tac ate cgc tec gtg gac cca ggc tea cet get gee cac 
Pro Gly Gin Tyr lie Arg Ser Val Asp Pro Gly Ser Pro Ala Ala His 



tec ggc etc cga gee cag gac cga etc ata gag gtg aac ggg cag aat 
Ser Gly Leu Arg Ala Gin Asp Arg Leu He Glu Val Asn Gly Gin Asn 
100 105 110 

gtg gag ggg ctg egg cac gcg gag gtg gtt gee tgc ate aag gcg egg 
Val Glu Gly Leu Arg His Ala Glu Val Val Ala Cys He Lys Ala Arg 
115 120 125 

gag gac gag gee egg ctg ctg gtg gtg gac ccc gag aeg gat gtg tac 
Glu Asp Glu Ala Arg Leu Leu Val Val Asp Pro Glu Thr Asp Val Tyr 
130 135 140 

tte aag egg ctg egg gtc aca eee ace cag gag cac atg gaa ggt cca 
Phe Lys Arg Leu Arg Val Thr Pro Thr Gin Glu His Met Glu Gly Pro 
145 150 155 160 

ctg tea tea cet gtc ace aat ggg acc age tea gee cag etc aat ggt 
Leu Ser Ser Pro Val Thr Asn Gly Thr Ser Ser Ala Gin Leu Asn Gly 
165 170 175 

ggc tec gtg tgc teg tec cga agt gac ctg ccc ggc tta gac aag gac 
Gly Ser Val Cys Ser Ser Arg Ser Asp Leu Pro Gly Leu Asp Lys Asp 
180 185 190 

act gag gac age age acc tgg aag cgt gac cet ttc cag gag agt ggc 
Thr Glu Asp Ser Ser Thr Trp Lys Arg Asp Pro Phe Gin Glu Ser Gly 
195 200 205 

etc cac ctg age ccc aeg gcg get ggg gee aag gag aag gcg agg gee 
Leu His Leu Ser Pro Thr Ala Ala Gly Ala Lys Glu Lys Ala Arg Ala 
210 215 220 

ace agg gtc aac aag egg gcg cca cag atg gac tgg aac egg aag cgt 
Thr Arg Val Asn Lys Arg Ala Pro Gin Met Asp Trp Asn Arg Lys Arg 
225 230 235 240 

gag ate ttc age aac ttc tga gaccccecac cctccgccgc agcegccgcc 
Glu He Phe Ser Asn Phe 
245 

tggtceccag ccgggcetec tetgggcatg gaccttgggc ettgeccaga gcgecccgag 
eetcagtgga ctgcagcggg ggeacctteg ctegctaage egtggtggtc ceaeeacccc 



144 

192 

240 

288 

336 

384 

432 

480 

528 

576 

624 

672 

720 

771 
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ccatgaacca gcccgtgccc caigtgagccc ccgtcctgcc cccttcccac ggggtgctgg 951 
ggagcgggca gaggaagccc ctgagacggg agggacagag acacccagag aggtgggctg 1011 

5 

gggaggggag gttggggtga cccgccaggc cgggcccttg ctgctctgcc tgggcctgct 1071 
gacttaaagg aatttgtgtt ttggcttttt ttccaacacg agctctggct ccacacatgt 1131 
io ttccacttaa taccagagcc cccaccccca tcccctcagg acgtgctctc taaataattg 1191 
caa 1194 



15 <210> 33 
<211> 246 
<212> PRT 
<213> Schwein 



20 <400> 33 





Thr 


Asp Glu 


Glu Leu 


Arg 


Arg 


Arg 


Gin 


Leu 


Thr 


Cys 


Thr 


Glu Glu 


Met 




1 






5 










10 








15 






Ala 


Gin Arg 


Gly Leu 


Pro 


Pro 


Ala 


Leu 


Asp 


Pro 


Trp Glu 


Pro Lys 


Ala 










20 








25 










30 




25 


Asp 


Trp Ala 


Pro Ala 


Gly 


Ser 


Leu 


Ser 


Gly 


Glu 


Ala Gly Gin Lys 


Asp 








35 








40 










45 






val 


Asn Gly 


Pro Leu 


Arg 


Glu 


Leu 


Arg 


Pro 


Arg 


Leu Cys 


His Leu 


Arg 






50 








55 










60 








Lys 


Gly 


Pro 


Gin Gly 


Tyr 


Gly 


Phe 


Asn 


Leu 


His 


Ser 


Asp 


Lys Ser 


Arg 


30 


65 








70 










75 








80 




Pro 


Gly 


Gin 


Tyr lie 
85 


Arg 


Ser 


Val 


Asp 


Pro 
90 


Gly 


Ser 


Pro 


Ala Ala 
95 


His 




Ser 


Gly 


Leu 


Arg Ala 
100 


Gin 


Asp 


Arg 


Leu 
105 


lie 


Glu 


Val 


Asn 


Gly Gin 
110 


Asn 


35 


Val 


Glu Gly 


Leu Arg 


His 


Ala 


Glu 


Val 


Val 


Ala 


Cys 


He 


Lys Ala 


Arg 








115 








120 










125 




Glu 


Asp 


Glu 


Ala Arg 


Leu 


Leu 


Val 


Val 


Asp 


Pro 


Glu 


Thr 


Asp Val 


Tyr 






130 








135 










140 






Phe 


Lys 


Arg 


Leu Arg 


Val 


Thr 


Pro 


Thr 


Gin 


Glu 


His 


Met 


Glu Gly 


Pro 


40 


145 








150 










155 






160 




Leu 


Ser 


Ser 


Pro Val 


Thr 


Asn 


Gly 


Thr 


Ser 


Ser 


Ala 


Gin 


Leu Asn 


Gly 










165 










170 








175 




Gly 


Ser 


Val 


Cys Ser 


Ser 


Arg 


Ser 


Asp 


Leu 


Pro 


Gly Leu Asp Lys 


Asp 










180 








185 










190 




45 


Thr 


Glu 


Asp 


Ser Ser 


Thr 


Trp 


Lys 


Arg 


Asp 


Pro 


Phe 


Gin 


Glu Ser 


Gly 








195 








200 










205 






Leu 


His 


Leu 


Ser Pro 


Thr 


Ala 


Ala 


Gly 


Ala 


Lys 


Glu 


Lys 


Ala Arg 


Ala 






210 








215 










220 








Thr 


Arg 


Val 


Asn Lys 


Arg 


Ala 


Pro 


Gin 


Met 


Asp 


Trp Asn Arg Lys 


Arg 


50 


225 
Glu 


lie 


Phe 


Ser Asn 
245 


230 
Phe 










235 








240 



<210> 34 
<211> 63 
<212> PRT 
<213> Schwein 
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<400> 34 

Glu Asp Leu lie Met Glu Lys Arg Arg Asn Asp Gin He Gly Arg Ala 
1 5 10 15 

5 

Ala Val Leu Gin Glu Leu Ala Thr His Leu His Pro Ala Glu Pro Asp 
20 25 30 

Glu Gly Asp Ser Asp Ala Ala Arg Thr Thr Pro Pro Pro Gly Arg Ser 
10 35 40 45 

Gin Ala Pro Gly Gin Glu Glu Glu Asp Arg iGlu Ala Val Val His 
50 55 60 

15 

<210> 35 
<211> 367 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 

20 

<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Klon S064 
aus BMEC aus Schweinehirn 

25 <400> 35 

acaataccag gggtccccca gagagatcct gttcataatt ttgtcctttt taacaccatt 60 

tcatttgatc aagctgatta gctaagatct tgttacagca tttgcagaaa gcctgaagct 120 

tgatggataa caacagtttt aaaccttaag aaatgacaag tataaataca gacacttcaa 180 

tgtagtttta cattctgagg caagaaatat attatacagg gcctgctgtt tcctctttaa 240 

30 tgctctaaaa gcaccaattt atgttaaaga tggcaatgtg taattataat cattataatc 300 

tgattagacc aaacacagga gcaaagctgt aattgctttt agtttttgtt tttttaacat 360 

gctctgt 367 



35 <210> 36 

<211> 3071 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
40 <220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Klon S064.3 
aus BMEC aus Schweinehirn 

<400> 36 

45 sctwtggcgg ggwatctcwa ggacaaatww waatggaatw atctctggct ggcactcatt 60 
taattcttaa ctatgtaaaa caacatgagt agaaaaaaat ttagtggtat tatgcctaga 120 
atagataggt gaattccatt gatgtttatc tttgaagacc agctttatgc gtgaactttt 180 
catctgwggc tttggatcca aaacatttca tgtccagttc agttctaaag gttcttttat 240 
attttgtcag ggtagtctct ttgagataca gcatgatgac ttgaatctag cagaatattg 300 

50 tgctggctac ctaaagaagt gggttcaaat cttaatttgg ccattacctt ttgaccttag 360 
acagttacta ctgtttatgg tcttccttct gtttttccca tgcagaggaa cttaaacaaa 420 
ttatagagtg ccaacatgtc tcttggtttt aaaatcgtga atctattaaa atcccgaatc 480 
tactaaaaca ctattaaaaa ctggaaaaaa aattcaacta gggaaagaca tgtaatatga 540 
aatttatttt tacctatcat ttgattccca ctttattatc ytttcattta gtatatgaat 600 

55 acaatccaat aagaaaatga aggtcaacta ctgccactcc acttaaattg aactaatagt 660 
taatgaagtg caaaagagaa aataagccat attgctaaga agatgatata ttaagctgct 720 
gataaaatac cagtgtgtgt tgaaaatact cttttagaag ataccttgct tattttcctg 780 
gcttttatta attggatgga aatggttagt ttgatcagag tttattggct ctagaggctg 840 
ccccaaattg tagctctgtt tgactttcca gtattgaaag aatactggaa atgtcaatat 900 



m 
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tttacaaatg tctgtacaaa tctgaaagta gtttatatcc atggttagtt ttttcagtaa 960 
cgttccatcc ttattcattt agcattactg taaagccagg ttcccaagaa gtattttcta 1020 
agagttccaa gtaaccacag ctacatagag aaagccaata aaaacaaaac tttttagcta 1080 
cttctctgta aatttaaagt agaaaaaaac cagacctaaa gtcagctttr aatgtatgtg 114 0 
gtctagtgaa atgtttggga aatgtttatt tggaggttta gaggcatacc gaagcaggag 1200 
tcaaaacaaa gttggtggta aagattaaca tgaagtaaaa aaatcttcag tagaaaatag 1260 
aaagtttgaa tgaaaacaat gagttgtccc cattcaaggc acttaaaatw actagaaaat 1320 
tctgtctttt actgtaattg gatggcctat attatttcta atgtggccaa aggactaaag 1380 
accaatcagg tttctagaat tggggagcgt agtcacatag aggcatcttt tgcatttttt 14 4 0 
aannnaccag taatcttcct tttcccctta gaaakggaga aataaaatgt tctgtacata 1500 
tcttttggaa tagaaagcaa aattctagaa gaatggaagt atcctcttac accaacttgt 1560 
agttttaatt gaaaaattac ctcatttttc agtccatacg gtgctttgct cgagtttgtg 1620 
gaatggtcca ccatcccatt aaaacccgct tcacccaagc tgtatttcaa atatgcaaaa 1680 
ttcacagcta agggatagca gtccttggag gttttgtttt ccttcactcg cgcttaccac 1740 
cagcagagct aataacgtga tgtaccaggt tgacatactg cttcattaaa gcacatgggc 1800 
aagtgtttag tcaatattta attagtttaa ttaaaatcaa ataagggaaa ggaaaaaccc 1860 
ttaagtttga ttgagttaca ttatactgtg aatatatttc catctgtgtt gataagacat 1920 
caaatgacta tcagttgata ttgattatac ataatttatt tgcatattct ggccctattc 1980 
atgagaggct ataatcattt taatcttaca ttttccttca ggaaattcag ggactctaca 2040 
gcccctattt tgttctcttg gagtaaawtg . ttcagtgtag tttatgaaaa cttttcattt 2100 
tggttttaaa aaaggcttag ctgctagttc attaaaagtg tgaaataaaa tgatggttat 2160 
gatttttcca attaatgtta taaattttas cstrtycrtc yrwkgtacag agcatgttaa 2220 
aaaaacaaaa actaaaagca attacagctt tgctcctgtg tttggtctaa tcagattata 2280 
atgattataa ttacacattg ccatcttaac ataaattggt gcttttagag cattaaagag 2340 
gaaacagcag gccctgtata atatatttct tgcctcagaa tgtaaaacta cattgaagtg 2400 
tctgtattta tacttgtcat ttcttaaggt ttaaaactgt tgttatccat caagcttcag 2460 
gctttctgca aatgctgtaa caagatctta gctaatcagc ttgrtcaaat gaaatggtgt 2520 
taaaaaggac aaaattatga acaggatctc tctgggggac ccctggtatt gtacmkrmss 2580 
gggsggaacy gtctykmatg ccacaaactg tgcgtcataa tcccacccaa acaactgaca 2640 
tgtgtgtwat tggttcaata cataagcatt aataaaatta aaggaacaaa ttacttaaag 2700 
cagtcacatc atcacttcct caaagtggtt yaaagcatgt tcttctaaat ggtggagttg 2760 
tttaaagaca tgttttaaat tttgatagct ttactactgt cataaaatgc ttctatatgt 2820 
taagtttagg ttgctggtac tcatgatttt ttacttctgc aattatgctg taatgagttg 2880 
cttgcatgcc tacttaccca agtgaaagga tgctgtttgc tctggaatgt tcatctttta 294 0 
gacaggtttk sgctcatttg caatcatggt gcaatacagt gtaacattca tttgttttca 3000 
gtcaatagtt ttatttttgt cmcaataaat aattactttt ccaaaaaaaa aaaaaaaaaa 3060 
aaaaaaaaaa a 3071 



<210> 37 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 



<400> 37 

taatgcaggg aaaaccacca ttct 



24 



<210> 38 
<211> 22 
<212> DNA 



<213> KUnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 




• 
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<400> 38 

aaccaagaga catgttggca ct 



<210> 39 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 39 

atagcattga cagggaacga ct 

<210> 40 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz; Primer 

<400> 40 

ctgctagatt caagtcatca tgc 

<210> 41 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 41 

ctcgtgatgg ggctgatctt c 

<210> 42 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 

<400> 42 

atctcacacc aatccgggag gt 

<210> 43 
<211> 540 
<212> DNA 
<213> Schwein 



<220> 
<221> CDS 
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<222> (1) . . (537) 
<400> 43 

atg ggg ctg ate ttc get aaa ctg tgg age cte ttc tgt aac caa gag 48 
Met Gly Leu lie Phe Ala Lys Leu Trp Ser Leu Phe Cys Asn Gin Glu 
15 10 15 

cac aaa gta att ata gtg gga etg gat aae gca ggg aag ace act att 96 
His Lys Val lie lie Val Gly Leu Asp Asn Ala Gly Lys Thr Thr He 
20 25 30 

ctt tat cag ttc tta atg aat gaa gtg gtt cat aca tct cca act ata 144 
Leu Tyr Gin Phe Leu Met Asn Glu Val Val His Thr Ser Pro Thr He 
35 40 45 

gga age aat gtt gaa gaa ata gtt gtg aag aae act eat ttt cte atg 192 
Gly Ser Asn Val Glu Glu He Val Val Lys Asn Thr His Phe Leu Met 
50 55 60 

tgg gat att ggt ggt caa gag tea ctg egg tea tee tgg aac acg tat 240 
Trp Asp He Gly Gly Gin Glu Ser Leu Arg Ser Ser Trp Asn Thr Tyr 
65 70 75 80 

tat tea aac aca gag ttc ate att ctt gtg gtt gat age att gae agg 288 
Tyr Ser Asn Thr Glu Phe He He Leu Val Val Asp Ser He Asp Arg 
85 90 95 

gaa cga eta get att acg aaa gaa gaa tta tac aga atg ttg get eat 336 
Glu Arg Leu Ala He Thr Lys Glu Glu Leu Tyr Arg Met Leu Ala His 
100 105 110 

gag gat tta egg aag get gea gte ctt ate ttt gee aat aaa cag gat 384 
Glu Asp Leu Arg Lys Ala Ala Val Leu He Phe Ala Asn Lys Gin Asp 
115 120 125 

atg aaa ggg tgc atg aca gea get gaa ate tee aaa tac cte ace etc 432 
Met Lys Gly Cys Met Thr Ala Ala Glu He Ser Lys Tyr Leu Thr Leu 
130 135 140 

agt tea att aag gat eat ccg tgg cat att cag tee tgc tgt get tta 480 
Ser Ser He Lys Asp His Pro Trp His He Gin Ser Cys Cys Ala Leu 
145 150 155 160 

aca gga gaa ggg tta tgc caa ggt eta gag tgg atg acc tee egg att 528 
Thr Gly Glu Gly Leu Cys Gin Gly Leu Glu Trp Met Thr Ser Arg He 
165 170 175 

ggt gtg aga taa 540 
Gly Val Arg 

<210> 44 
<211> 179 
<212> PRT 
<213> Schwein 

<400> 44 

Met Gly Leu He Phe Ala Lys Leu Txp Ser Leu Phe Cys Asn Gin Glu 
15 10 15 



• 
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His Lys Val He He Val Gly Leu Asp Asn Ala Gly Lys Thr Thr He 
20 25 30 

5 Leu Tyr Gin Phe Leu Met Asn Glu Val Val His Thr Ser Pro Thr He 
35 40 45 

Gly Ser Asn Val Glu Glu He Val Val Lys Asn Thr His Phe Leu Met 
50 55 60 



10 



Trp Asp He Gly Gly Gin Glu Ser Leu Arg Ser Ser Trp Asn Thr Tyr 
65 70 75 80 



15 



Tyr Ser Asn Thr Glu Phe He He Leu Val Val Asp Ser He Asp Arg 
85 90 95 



Glu Arg Leu Ala He Thr Lys Glu Glu Leu Tyr Arg Met Leu Ala His 
100 105 110 

20 Glu Asp Leu Arg Lys Ala Ala Val Leu He Phe Ala Asn Lys Gin Asp 
115 120 125 

Met Lys Gly Cys Met Thr Ala Ala Glu He Ser Lys Tyr Leu Thr Leu 
130 135 140 



25 



Ser Ser He Lys Asp His Pro Trp His He Gin Ser Cys Cys Ala Leu 
145 150 155 160 



30 



Thr Gly Glu Gly Leu Cys Gin Gly Leu Glu Trp Met Thr Ser Arg He 
165 170 175 



Gly Val Arg 



<210> 45 
<211> 22 
<212> DNA 
40 <213> Kanstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Primer 
45 <400> 45 

aagcctgaag cttgatggat aa 22 



<210> 46 
50 <211> 22 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

55 <223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 



<400> 46 

caattacagc tttgctcctg tg 



22 
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<210> 47 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 47 

atagcattga cagggaacga ct 22 

<210> 48 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 



<210> 4 9 
<211> 332 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Klon 5G9 aus 
BMEC aus Schweinehirn 

<400> 49 

agcggagggc gcgcccatca gcctgctccg cagggtccgg ggcgctcttt tcacctggaa 60 
tattttgaaa acaattgccc tgggtcasat gttgtccttg ygtatatgtg ggacagccat 120 
caccagccag tatttggcag aaaaatacaa agtgaatacg cccatgcttc agagctttat 180 
caactattgc ttgctgtttc taatttatac aatgatgctg gcatttcagt c'aggtaataa 240 
taacctttta tgcatcttga aaaagaaatg gtggaagtat atcctgctcg gactggcaga 300 
tgtggaagct aattacctga ttgtcagagc gt 332 



<210> 50 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Primer 



<400> 48 

gaactgaggg tgaggtattt gg 



22 



<400> 50 

tgtatatgtg ggacagccat ca 



22 



<210> 51 
<211> 22 
<212> DNA 



<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 51 

gtccgagcag gatatacttc ca 22 



<210> 52 
10 <211> 2319 
<212> DNA 
<213> Schwein 

<220> 
15 <221> CDS 

<222> (480) . . (1466) 

<400> 52 

agtctctctt cagtccacac aagcctcaga agggtggcct acgggttgga atcgcccctt 60 

20 

caatggcacc tcagagacat ctctgcatcg aaaggcaaac cgaacacgtc cttaaggagg 120 

agacaccaca gaaacatigtt tccaggattc tttaaggacg ggaaagatag ggaagaaaag 180 

25 aaacagaact ataggaaata ccttttacga tagtcaagag ggagggagac taggtccaag 240 

gaggggtcag tcggtcctcc ccagttaaca aaggtcattg cttttcaggt ggcataacct 300 

cgattcacct caggtgctga ttttagataa ggaaccgtaa gaacctgaac cgcctcttgg 360 

30 

gtgtctcctc accccacgca gaagccccac tgccaagacg aagaggaaga gggcatttct 420 

cctccaactc ctgctccgga ggtgccagga atattttgaa aacaattgcc ctgggtcag 479 

35 atg ttg tec ttg tgt ata tgt ggg aca gcc ate acc age eag tat ttg 527 
Met Leu Ser Leu Cys lie Cys Gly Thr Ala lie Thr Ser Gin Tyr Leu 
1 5 10 15 

gca gaa aaa tac aaa gtg aat acg ece atg ctt eag age ttt ate aac 575 
40 Ala Glu Lys Tyr Lys Val Asn Thr Pro Met Leu Gin Ser Phe lie Asn 
20 25 30 

tat tgc ttg etg ttt eta att tat aca atg atg ctg gca ttt eag tea 623 
Tyr Cys Leu Leu Phe Leu lie Tyr Thr Met Met Leu Ala Phe Gin Ser 
45 35 40 45 

ggt aat aat aac ctt tta tgc ate ttg aaa aag aaa tgk tgg aag tat 671 

Gly Asn Asn Asn Leu Leu Cys He Leu Lys Lys Lys Xaa Trp Lys Tyr 
50 55 60 

50 

ate ctg etc gga ctg gca gat gtg gaa get aat tac ctg att gtc aga 719 

He Leu Leu Gly Leu Ala Asp Val Glu Ala Asn Tyr Leu He Val Arg 
65 70 75 80 

55 gcg tac eag tac aca act eta acc agt gtc eag ctt ttg gat tgc ttt 767 
Ala Tyr Gin Tyr Thr Thr Leu Thr Ser Val Gin Leu Leu Asp Cys Phe 
85 90 95 
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ggg att cct gtg ttg atg get etc teg tgg ttt att ctt tat gca aga 815 
Gly lie Pro Val Leu Met Ala Leu Ser Trp Phe lie Leu Tyr Ala Arg 
100 105 110 

tac aga gtg ate cac ttc ate get gtg get gte tgt etg ttg ggc gta 863 
Tyr Arg Val lie His Phe lie Ala Val Ala Val Cys Leu Leu Gly Val 
115 120 125 

gga aet atg gtt ggt gca gac ata tta gca ggg aga gaa gae aat tea 911 
Gly Thr Met Val Gly Ala Asp lie Leu Ala Gly Arg Glu Asp Asn Ser 
130 135 140 

ggt agt gat gtg etg att ggt gae gte ttg gte ctt ctt ggg gee tec 959 
Gly Ser Asp Val Leu lie Gly Asp Val Leu Val Leu Leu Gly Ala Ser 
145 150 155 160 

etc tat gca gtt tct aat gtg tgt gaa gaa tac ate gtg aag aag etg 1007 
Leu Tyr Ala Val Ser Asn Val Cys Glu Glu Tyr lie Val Lys Lys Leu 
165 * 170 175 

age cga eag gag ttt tta gga atg gtg ggc ttg ttt gga aca att ate 1055 
Ser Arg Gin Glu Phe Leu Gly Met Val Gly Leu Phe Gly Thr lie lie 
180 185 190 

agt ggc ata cag eta ttg att gtg gaa tat aag gat att gee age att 1103 
Ser Gly lie Gin Leu Leu lie Val Glu Tyr Lys Asp lie Ala Ser lie 
195 200 205 

cac tgg gae tgg aaa att gee eta etg ttt gta gca ttt gee etc tgt 1151 
His Trp Asp Trp Lys lie Ala Leu Leu Phe Val Ala Phe Ala Leu Cys 
210 215 220 

atg ttt tgc etg tac age ttc atg oca etg gtg att aaa gte act agt 1199 
Met Phe Cys Leu Tyr Ser Phe Met Pro Leu Val lie Lys Val Thr Ser 
225 230 235 240 

gee act tct gte aac etg ggc ate etg aca get gac etc tat agt ctt 1247 
Ala Thr Ser Val Asn Leu Gly lie Leu Thr Ala Asp Leu Tyr Ser Leu 
245 250 255 

ttc ttt gga etc ttc etg ttt ggc tat aag ttc teg gga etc tac ate 1295 
Phe Phe Gly Leu Phe Leu Phe Gly Tyr Lys Phe Ser Gly Leu Tyr lie 
260 265 270 

etg tec ttc get gte ate atg gtg ggg ttc att etg tac tgt tee acg 1343 
Leu Ser Phe Ala Val lie Met Val Gly Phe He Leu Tyr Cys Ser Thr 
275 280 285 

ccg acg cge acg gca gag eeg get gaa age age gtg cea cca eca gte 1391 
Pro Thr Arg Thr Ala Glu Pro Ala Glu Ser Ser Val Pro Pro Pro Val 
290 295 300 

ace age ate ggg ate gac aac etg ggc etg aag ctt gag gag aac etc 1439 
Thr Ser He Gly He Asp Asn Leu Gly Leu Lys Leu Glu Glu Asn Leu 
305 310 315 320 

ccg gag ace cac tec gtg gee tta tag ctggagaaga aggcacacac 1486 
Pro Glu Thr His Ser Val Ala Leu 
325 
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atgtactgcg 


gctttctggg 


aagccgggag 


ctatcacctg 


aataaagcag 


agcctgttgc 


1546 


ctgctgaggg 


gacacttgga 


aaatigatcag 


atgcaaaata 


aacactctgg 


agcactggat 


1606 


tggctctagt 


ggttagattt 


tatgaaggaa 


tacaaatcaa 


tgtatcaaag 


g^agaagtac 


1666 


caaagtagag 


cagaagctaa 


QQcaaaaatt 


gtgtttttgt 


atQtttaqQQ 


accaatigtgt 


1726 


attaacgtca 


QQQaaacaaa 




cacac^oaorcr 


tct-cagaggc 


acaaaatiaao 

wwoo^a ^^^^ 


1786 


aaagcaggat 


9999tggata 


ctcaggtgtg 


aggcagcctc 


agaacagggc 


ctgaaagcag 


1846 


gctgtccagg 


taggctggtt 


ggtcggggag 


gggaacraaca 


tcccaggatg 


gtttaogatt 


1906 


aggtttgctc 


agttggaggc 


atctgagttc 


tgtcctgctg 


aggcagtgat 


tg'tctcatgg 


1966 


gctagacgag 


gtctggtgac 


tgattgcgta 


catcaggaag 


atggagggtg 


cagcactgga 


2026 


gaaatcctga 


gatacaagtg 


tagaaccata 


gaagcagcac 


agcggatcct 


tctcccaatt 


2086 


gttactacac 


taatcttagc 


aaataatgtg 


ccatgagatt 


tttatgagac 


ttcttcaaaa 


2146 


caaagttaac 


aggaagcatc 


attatgatat 


caactaccaa 


gcagtatgcc 


mctttacaca 


2206 


gatgctctat 


gtaaattttg 


ggggggtaaa 


aatataataa 


aggaatcgag 


ggtaaatgtt' 


2266 


catattatta 


aaaatttttg 


atttcataga 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


aaa 


2319 



30 

<210> 53 

<211> 328 

<212> PRT 

<213> Schwein 

35 

<400> 53 



Met 


Leu 


Ser 


Leu 


Cys 


He 


Cys 


Gly Thr Ala He 


Thr 


Ser Gin Tyr 


Leu 


1 








5 








10 






15 




Ala 


Glu 


Lys 


Tyr 
20 


Lys 


Val 


Asn 


Thr 


Pro Met 
25 


Leu 


Gin 


Ser Phe He 
30 


Asn 


Tyr 


Cys 


Leu 
35 


Leu 


Phe 


Leu 


He 


Tyr 
40 


Thr Met 


Met 


Leu 


Ala Phe Gin 
45 


Ser 


Gly Asn 


Asn 


Asn 


Leu 


Leu 


Cys 


He 


Leu Lys 


Lys 


Lys 


Xaa Trp Lys 


Tyr 




50 










55 








60 






lie 


Leu 


Leu 


Gly 


Leu 


Ala 


Asp 


Val 


Glu Ala 


Asn 


Tyr 


Leu He Val 


Arg 


65 










70 








75 






80 


Ala 


Tyr 


Gin 


Tyr 


Thr 
85 


Thr 


Leu 


Thr 


Ser Val 
90 


Gin 


Leu 


Leu Asp Cys 
95 


Phe 


Gly 


lie 


Pro 


Val 


Leu 


Met 


Ala 


Leu 


Ser Trp 


Phe 


He 


Leu Tyr Ala 


Arg 








100 










105 






110 


Tyr Arg 


Val 


He 


His 


Phe 


He 


Ala 


Val Ala 


Val 


Cys 


Leu Leu Gly Val 






115 










120 








125 




Gly 


Thr 


Met 


Val 


Gly 


Ala 


Asp 


He 


Leu Ala Gly 


Arg 


Glu Asp Asn 


Ser 




130 










135 








140 






G;Ly 


Ser Asp 


Val 


Leu 


He 


Gly Asp Val Leu Val 


Leu 


Leu Gly Ala 


Ser 


145 










150 








155 






160 


Leu 


Tyr 


Ala 


Val 


Ser 
165 


Asn 


Val 


Cys 


Glu Glu 
170 


Tyr 


He 


Val Lys Lys 
175 


Leu 
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Ser 


Arg 


Gin 


Glu 


Phe 


Leu 


Gly Met 


Val 


Gly 


Leu 


Phe 


Gly Thr 


He 


He 








180 










185 








190 






Ser 


Gly 


He 
195 


Gin 


Leu 


Leu 


He 


Val 
200 


Glu 


Tyr 


Lys 


Asp 


He Ala 
205 


Ser 


He 


His 


Trp 


Asp 


Trp 


Lys 


He 


Ala 


Leu 


Leu 


Phe 


Val 


Ala 


Phe Ala 


Leu 


Cys 




210 










215 










220 






Met 


Phe 


Cys 


Leu 


Tyr 


Ser 


Phe 


Met 


Pro 


Leu 


Val 


He 


Lys Val 


Thr 


Ser 


225 










230 










235 






240 


Ala 


Thr 


Ser 


Val 


Asn 


Leu Gly 


He 


Leu 


Thr Ala Asp Leu Tyr 


Ser 


Leu 










245 










250 








255 




Phe 


Phe 


Gly 


Leu 


Phe 


Leu 


Phe 


Gly Tyr 


Lys 


Phe 


Ser Gly Leu Tyr 


He 








260 










265 








270 






Leu 


Ser 


Phe 

275 


Ala 


Val 


He 


Met 


Val 

280 


Gly 


Phe 


He 


Leu 


Tyr Cys 
285 


Ser 


Thr 


Pro 


Thr 
290 


Arg 


Thr 


Ala 


Glu 


Pro 
295 


Ala 


Glu 


Ser 


Ser 


Val 
300 


Pro Pro 


Pro 


Val 


Thr 


Ser 


He 


Gly 


He 


Asp Asn Leu Gly 


Leu Lys 


Leu 


Glu Glu 


Asn 


Leu 


305 










310 










315 








320 


Pro 


Glu 


Thr 


His 


Ser 
325 


Val 


Ala 


Leu 

















<210> 54 
25 <211> 407 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

30 <223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Klon 5E7 aus 
BMEC aus Schweinehirn 



<400> 54 

acagactgag atttagatgt ttcattggcc 
35 agagatctac attataaaat actccgtgaa 

gaatttggca cagttagtcc ctttgtgtaa 

aagtcattcc tgttcactga agtctttctg 

tgcgttctag ctgttgaaat ggatttccca 

agctctatgc atatgtttct gtgcatgctc 
40 taactgttgc acttgtcaac tttcaataaa 

<210> 55 
<211> 1905 
45 <212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen Sequenz: CDNA von 
50 TSC-22 aus BMEC aus Schweinehirn 



gtctgaagag gtgtggcttg tcttttatat 60 
gaaaaacaca ccaaacgaaa gagattttaa 120 
tctgaactct tctagctgct gaatatcttg 180 
attgagctgg ttgaatactt tgaaaaatga 24 0 
ataggggttc ctgcatatta cctgtatagt 300 
tctacccagt tgtaaggtgt cactgtattt 360 
gcatataaaa tgttggt 407 



<220> 

<221> CDS 

<222> (243).. (677) 

55 

<400> 55 

agtctagagc ctagtggagc ccggctgccg acctgggagc cttctccgca cagcagttgg 60 



atctgcatct tcccggaatc gccaagcccc agaagccggg tttctttcaa ttagggttgc 120 
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tgttttctgt tcctccctga gccgcataaa gctagaagat ttttatctag ctcaaacaag 180 

gcctctagaa ttccctcttt tttaattttt ttcctgcgag ggtgtttttt ggctgcaatt 240 

gc atg aaa tec caa tgg tgt aga cca gtg gcg atg gat eta gga gtt 287 
Met Lys Ser Gin Trp Cys Arg Pro Val Ala Met Asp Leu Gly Val 
1 5 10 15 

tac caa ctg aga cat ttt tea att tct ttc ttg tea tec ttg etc ggg 335 
Tyr Gin Leu Arg His Phe Ser lie Ser Phe Leu Ser Ser Leu Leu Gly 
20 25 30 

act gaa aac gcc tct gtg aga ctt gac aat age tct tct ggt gca agt 383 
Thr Glu Asn Ala Ser Val Arg Leu Asp Asn Ser Ser Ser Gly Ala Ser 
35 40 45 

gtg gta get att gac aac aaa ate gag caa get atg gat ctg gtg aaa 4 31 
Val Val Ala He Asp Asn Lys He Glu Gin Ala Met Asp Leu Val Lys 
50 55 60 

age cat ttg atg tat gca gtt aga gag gaa gtg gag gtc etc aaa gag 479 
Ser His Leu Met Tyr Ala Val Arg Glu Glu Val Glu Val Leu Lys Glu 
65 70 75 

caa ate aaa gaa eta ata gag aaa aat tec cag ctg gag eag gaa aac 527 
Gin He Lys Glu Leu He Glu Lys Asn Ser Gin Leu Glu Gin Glu Asn 
80 85 90 95 

aat ctg ctg aag aca ctg gcc agt ceg gag eag ett gee eag ttc cag 575 
Asn Leu Leu Lys Thr Leu Ala Ser Pro Glu Gin Leu Ala Gin Phe Gin 
100 105 110 

gcc cag ctg cag act ggc tec ceg ccg gcc ace aca cag cec cag ggg 623 
Ala Gin Leu Gin Thr Gly Ser Pro Pro Ala Thr Thr Gin Pro Gin Gly 
115 120 125 

ace aca cag cec ceg gee eag cca gcg tec cag ggc tea gga ceg ace 671 
Thr Thr Gin Pro Pro Ala Gin Pro Ala Ser Gin Gly Ser Gly Pro Thr 
130 135 140 

gcg tag cetcctaggc ecceecgeag aactggetgc tgetgtetga accgactgae 727 
Ala 



145 














cgaecgaeeg 


aceggagagg 


atgtgetggg 


ggaggggggg 


gtccgeetee 


accacggtca 


787 


cccattteaa 


tgctcagctg 


egaaagagae 


gtgagactga 


catatgecat 


tatetctttt 


847 


ttccagtatt 


aaaccctcat 


gtgcttttgg 


cttgaagaag 


tttcttagtt 


gggegactta 


907 


aaggttaaec 


agagaattag 


eatggatgta 


etgggacetc 


atgcagcggg 


geagatccgt 


967 


gagaaatggt 


ttcatteatg 


ctgaggaget 


gtgtgcettt 


ecgecectcc 


cetgetccgc 


1027 


acccecaeet 


ceaeeeeeac 


ecctacceet 


acccecaeet 


eegagaggtc 


gtegtgettg 


1087 


ctcctggcgt 


getgcgegea 


gtecceaage 


cgtggagege 


cactggacte 


teetctcget 


1147 
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cctcccccac 


gaggaaccgg 


aaaggggggt 


gaaagtcaag accgaagctt 


catctcacct 


1207 




cggaggaggg 


gaaacgtagg 


tcattgtaca 


cgttgacgac 


tgtcaccaaa 


atccataaaa 


1267 


5 


aaacgaaaca 


aaaacccaag 


agtactgtgc 


ctcttcccaa 


agcaagggat 


gacgcgggac 


1327 




tattccagag 


tgactgaagg gtgacaggta 


gctggcacct 


cggctatcaa 


cgtgaaggyg 


1387 


10 


gttttgctca 


ttgtatattt 


gtgtatgtag 


gtgtaactat 


tttgtacaat 


agaggactgt 


1447 


aactactatt 


tagcttgtac agactgagat 


ttagatgttt 


cattggccgt 


ctgaagargt 


1507 




gtggcttgtc 


ttttatatag 


agatctacat 


tataaaatac 


tccgtgaaga 


aaaacacacc 


1567 


15 


aaacgaaaga 


gattttaaga 


atttggcaca 


gttagtccct 


ttgtgtaatc 


tgaactcttc 


1627 




tagctgctga 


atatcttgaa 


gtcasttcct 


gttcactgaa 


gtctttctga 


ttgagctggt 


1687 


20 


tgaatacttt 


gaaaaatgat 


gcgttctagc 


tgttgaaatg 


gatttcccaa 


taggggttcc 


1747 


tgcatattac 


ctgtatagta gctctatgca 


tatgtttctg tgcatgctct 


ctacccagtt 


1807 




gtaaggtgtc 


actgtatttt 


aactgttgca 


cttgtcaact 


ttcaataaag 


catataaaat 


1867 


25 


gttggtvmaa 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaaa 






1905 



<210> 56 
<211> 144 
30 <212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: CDNA von 
TSC-22 aus BMEC aus Schweinehirn 



35 


<400> 56 






















Met 


Lys 


Ser 


Gin Trp Cys Arg 


Pro 


Val 


Ala 


Met 


Asp 


Leu 


Gly Val 


Tyr 




1 






5 






10 








15 




Gin 


Leu 


Arg 


His Phe Ser He 
20 


Ser 


Phe 
25 


Leu 


Ser 


Ser 


Leu 


Leu Gly 
30 


Thr 


40 


Glu 


Asn 


Ala 
35 


Ser Val Arg Leu 


Asp 
40 


Asn 


Ser 


Ser 


Ser 


Gly 
45 


Ala Ser 


Val 




Val 


Ala 


He 


Asp Asn Lys He 


Glu 


Gin 


Ala 


Met 


Asp 


Leu 


Val Lys 


Ser 






50 




55 










60 








His 


Leu 


Met 


Tyr Ala Val Arg 


Glu 


Glu 


Val 


Glu 


Val 


Leu 


Lys Glu 


Gin 


45 


65 






70 








75 






80 




He 


Lys 


Glu 


Leu He Glu Lys 
85 


Asn 


Ser 


Gin 
90 


Leu 


Glu 


Gin 


Glu Asn 
95 


Asn 




Leu 


Leu 


Lys 


Thr Leu Ala Ser 
100 


Pro 


Glu 
105 


Gin 


Leu 


Ala 


Gin 


Phe Gin 
110 


Ala 


50 


Gin 


Leu 


Gin 


Thr Gly Ser Pro 


Pro 


Ala 


Thr 


Thr 


Gin 


Pro 


Gin Gly Thr 








115 




120 










125 








Thr 


Gin 


Pro 


Pro Ala Gin Pro 


Ala 


Ser 


Gin 


Gly 


Ser 


Gly 


Pro Thr 


Ala 






130 




135 










140 







55 



<210> 57 
<211> 22 
<212> DNA 
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<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 57 

aagaggtgtg gcttgtcttt ta 22 



10 <210> 58 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
15 <220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: Primer 
<400> 58 

tttttcaaag tattcaacca gctc 24 

20 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR Sn)ES 



□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




FADED TEXT OR DRAWING 



"□"fifuRRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 



